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CA 2256766 C E C07K-017/08 Based on patent WO 9746590 

Abstract (Basic): WO 9746590 A 

A material having immobilised bioactive species comprises: (a) a 
support member; (b) a first layer comprised of at least 1 species of a 
polymeric surfactant attached to (a) and cross-linked together in situ; 
(c) a second layer comprised of at least 1 species of a hydrophilic 
polymer attached to (b) , and (d) at least 1 type of bioactive species 
attached to (c) . 

The support member is elected from silk, wool and leather or it is 
a polymer material. Polymer support members are selected from porous 
and non-porous polytetraf luoroethylene (PTFE) , polyethylene, 
polypropylene, polyethylene terephthalate, polyurethane, polystyrene, 
etc. The surfactant is polyvinyl alcohol (PVA), polyethylene or 
polypropylene glycol (PEG or PPG), dextran, alginate, polyacrylamide, 
polyglycidol, polyacrylic acid, polylysine, polyethylene-imine, etc. 
The hydrophilic polymer is PVA, polylysine, polyacrylic acid, poly- 
(acrylonitrile/acrylic acid/acrylamidine) , poly (hydroxyethyl 
methacrylate) , PVP, PEG, alginate, sepharose, agarose, 
polyethylene-imine, polyallylamine, etc. Spacer molecules comprise 
succinic acid, diaminohexane, glyoxylic acid, short chain PEG, and 
glycine. 

USE -The bioactive species include enzymes or other organic 
catalysts, ribozymes, organometallics , proteins and glycoproteins, 
peptides, poly(amino acids), antibodies, nucleic acids, steroids, 
antibiotics, antimycotics, cytokines, carbohydrates, oleophobics., 
lipids, or pharmaceuticals or therapeutics. Larger entities are cells, 
i.e. plant, animal or microbial cells, optionally genetically 
engineered, mitochondria, protists, viruses, virions, and prions. The 
method is therefore of wide application; examples are the 
immobilisation of (a) insulin secreting pancreatic islet cells, 
possibly genetically engineered, • for transplant or implant for 
treatment of diabetes; (b) renal epithelial or interstitial cells in 
renal failure, and (c) autologous vascular endothelial cells, or 
anticoagulants (heparin, tPA, etc.) on to a synthetic vascular graft 
(claimed) , or polymer coated metallic stent to improve vascular patency. 
Other diseases treatable by similar means are parkinsonism, or 
neurological or metabolic deficiency. Non-medical uses are in 
biosensing, affinity or immunomatrix chromatography, or of bacterial or 
yeast cells in biotechnology. The release of bioactive species bound 
covalently is generally not reversible. If release is desired, then a 
spacer, cleavable by a selective reaction, can be interspersed between 
the hydrophilic layer and bioactive. 

ADVANTAGE - The cross linking of the adsorbed surfactant in situ 
forms a more physically and chemically stable substrate on which to 
build the hydrophilic layers. The surfactant layer preferably has free 
reactive groups after cross-linking, to react with the hydrophilic 
layer to provide physical and chemical stability for attachment of that 
layer. 
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POLYAMIDE; CELLULOSE; POROUS; POLYESTER; PVA; PEG; PVP; DEXTRAN 
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International Patent Class (Main) : B32B-005/14; B32B-027/00; C07K-017/08 
International Patent Class (Additional): A61L-027/00; B32B-017/06; 

C12N-011/08; GOlN-033/53 
File Segment: CPI; EngPI 

Manual Codes (CPI/A-N) : A04-E08; A04-E09; A11-C02; A12-W11L; A12-W12C; 
B04-B04M; B04-C02D; B04-C03; Bll-C; D05-A01A2; D05-A01A5; D05-A01B; 
D05-A03A; D05-H10; D09-C01 
Chemical Fragment Codes (Ml) : 

*01* M423 M431 M782 M903 N135 Q233 Q421 VOOO V500 V560 V600 V611 V752 

V753 V754 V772 V902 
*02* H7 H713 H721 JO JOll J2 J271 M210 M211 M212 M262 M272 M281 M320 M416 

M423 M431 M782 M903 M904 M910 Q233 Q606 V743 R00835-M R00835-Q 
*03* GOll GlOO H7 H713 H721 JO J012 Jl J131 J2 J231 M210 M212 M272 M281 

M320 M414 M423 M431 M510 M520 M531 M540 M782 M903 M904 Q233 Q606 

V743 R22612-M R22612-Q 
*04* H7 H721 M210 M212 M320. M416 M423 M431 M610 M782 M903 M904 M910 Q233 

Q606 V743 R00326-M R00326-Q 
*05* H4 H401 H481 H7 H713 H721 H8 M210 M212 M272 M281 M320 M423 M431 M510 

M520 M530 M540 M782 M903 M904 M910 Q233 Q606 V743 R21380-M R21380-Q 
*06* H6 H601 H607 H609 H684 H689 H7 H721 M280 M312 M321 M332 M344 M363 

M391 M416 M423 M431 M782 M903 M904 M910 Q233 Q606 V743 R00975-M 

R00975-Q 

*07* H7 H721 M210 M213 M231 M320 M416 M423 M431 M610 M782 M903 M904 M910 

Q233 Q606 V743 R00964-M R00964-Q 
*08* KO L4 L463 L499 M280 M312 M313 M314 M315 M323 M332 M342 M383 M393 
M423 M431 M510 M520 M530 M540 M620 M782 M903 M904 Q233 Q606 V743 
R16492-M R16492-Q 

*09* GOlO GlOO H7 H715 H721 M210 M212 M240 M281 M320 M414 M423 M431 M510 
M520 M531 M540 M610 M782 M903 M904 M910 Q233 Q606 V743 R00708-M 
R00708~Q 
Chemical Fragment Codes (M6) : 

*10* M903 P220 P241 P444 P520- P723 P813 P816. P831 Q233 Q421 Q606 R220 
R530 R535 
Polymer Indexing (PS) : 
<01> 

*001* 018; R00975 G0022 DOl D12 DIO D51 D53 D59 D69 D82 F- 7A; HOOOO; 

S9999 S1285-R; 39999 S1309-R; P0511 
*002* 018; R00326 G0044 G0033 G0022 DOl D02 D12 DIO D51 D53 D58 D82; 

HOOOO; S9999 S1285-R; P1150 ; P1161 
*003* 018; R00964 G0044 G0033 G0022 DOl D02 D12 DIO D51 D53 D58 D83; 

HOOOO; S9999 S1285-R; P1150 ; P1343 
*004* 018; R00708 G0102 G0022 DOl D02 D12 DIO D19 D18 D31 051 D53 D58 D76 

D88; HOOOO; S9999 S1285-R; P1741 ; P1752 
*005* 018; P0884 P1978 P0839 H0293 F41 DOl Dll DIO D19 D18 D31 D50 D63 

D90 E21 EOO; S9999 S1285-R 
*006* 018; P1592-R F77 DOl; S9999 S1285-R 
*007* 018; P1490-R F61 DOl; S9999 S1285-R 
*008* 018; P0862 P0839 F41 F44 DOl D63; S9999 S1285-R 
*009* 018; P0635-R F70 DOl; S9999 S1285-R 

*010* 018; R24077-R R01852 G3634 G3623 DOl D03 Dll DIO D23 D22 D31 D42 
D50 D76 D86 F24 F29 F26 F34 H0293 P0599; S9999 S1285-R 

*011* 018; R00326 G0044 G0033 G0022 DOl D02 D12 DIO D51 D53 D58 D82; 

R00835 G0566 G0022 DOl Dll DIO D12 D51 D53 D58 D63 D84 F41 F89; 
H0022 HOOll; S9999 S1285-R; P1150 ; P1310 
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*012* 018; P1445-R F81 Si 4A; H0124-R; S9999 S1285-R 
*013* 018; R24068 G3714 P0599 DOl F70; S9999 S1285-R 
*014* 018; G3725 G3714 P0599 DOl F70; S9999 S1285-R 

*015* 018; NDOl; Q9999 Q7750; N9999 N7147 N7034 N7023; N9999 N7045 N7034 

N7023; K9676-R; K9574 K9483; N9999 N6882 N6655 
*016* 018; B9999 B5221 B4740; B9999 B5141 B4740; B9999 B5243-R B4740; 

N9999 N7090 N7034 N7023; B9999 B5447 B5414 B5403 B5276 

<02> 

*001* 018; P0839-R F41 DOl D63; S9999 S1285-R 

*002* 018; G2108-R DOl D60 F35; P1978-R P0839 DOl D50 D63 F41; HOOOO; 

HOOll-R; S9999 S1285-R 
*003* 018; G2062-R DOl D60 F07 F35; P0635-R F70 DOl; HOOOO; S9999 S1285-R 
*004* 018; P1081-R F72 DOl; S9999 S1285-R 

*005* 018; NDOl; Q9999 Q7750; N9999 N7147 N7034 N7023; N9999 N7045 N7034 

N7023; K9676-R; K9574 K9483; N9999 N6882 N6655 
*006* 018; B9999 B5221 B4740; B9999 B5243-R B4740; B9999 B5447 B5414 

B5403 B5276; N9999 N7090 N7034 N7023 

<03> 

*001* 018; P1707 P1694 DOl 

*002* 018; R00351 G1558 DOl D23 D22 D31 D42 D50 D73 D82 F47; P8004 P0975 

P0964 DOl DIO Dll D50 D82 F34; P0055; HOOOO 
*003* 018; R00370 G1558 DOl Dll DIO D23 D22 D31 D42 D50 D73 D83 F47; 

P8015 P0975 P0964 DOl DIO Dll D50 D83 F34; P0055; HOOOO 
*004* 018; R00351 G1558 DOl D23 D22 D31 D42 D50 D73 D82 F47; R00370 G1558 

DOl Dll DIO D23 D22 D31 D42 D50 D73 D83 F47; P0975-R P0964 F34 DOl 

DIO; P0055; H0022 HOOll 
*005* 018; R01857 R01863 DOl Dll DIO D23 D22 D31 D42 D50 D76 D86 F24 F29 

F26 F34 H0293 P0599 G3623 
*006* 018; R07226-R G3623 DOl D23 D22 D31 D42 D50 D61 D76 D86 F24 F28 F26 

F34 F36 F35 H0293 P0599 
*007* 018; R00444 G0453 G0260 G0022\D01 D12 DIO D26 D51 D53 D58 D83 F70 

F93; HOOOO; P0088 

*008* 018; G1581 G1558 DOl F47 Dll DIO D23 D22 D31 D73 D42 D50 D83 F27 

F26; P0964-R F34 DOl; P0055; HOOOO 
*009* 018; R00446 G0282 G0271 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D60 

D83 F36 F35; HOOOO; P0088 ; P0099 
*010* 018; R24070 G3623 P0599 DOl 

*011* 018; G2073 G2062 DOl D60 F07 F35 Dll DIO D50 D86 F09 F36; P1934-R 

P0635 DOl D50 F70; HOOOO; P1081-R F72 DOl 
*012* 018; R01176 G1650 G1649 DOl D23 D22 D31 D41 D50 D73 D82 F08 F07 F97 

; P1116 P1105 DOl DIO F07; P0055; HOOOO 
*013* 018; G0635 G0022 DOl D12 DIO D23 D22 D31 D41 D51 D53 D58 D75 D86 

F71; HOOOO 

*014* 018; R01463 G0408 G0384 G0339 G0260 G0022 DOl Dll DIO D12 D26 D51 

D53 D58 D63 D86 F27 F26 F41 F89; HOOOO; P0088 
*015* 018; P1490-R F61 DOl 
*016* 018; G3623-R P0599 DOl 

*017* 018; R00326 G0044 G0033 G0022 DOl D02 D12 DIO D51 D53 D58 D82; 

P1332 P1694; HOOll-R; P1150 
*018* 018; R00835 G0566 G0022 DOl Dll DIO D12 D51 D53 D58 D63 D84 F41 F89 

; P1718 P1694; HOOOO 
*019* 018; R00817 G0475 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D83 F12; 

R00444 G0453 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D83 F70 F93; 

H0022 HOOll; P0088 

*020* 018; R00817 G0475 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D83 F12; 
R00446 G0282 G0271 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D60 D83 
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F36 F35; R00444 G0453 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D83 
F70 F93; H0033 HOOll; P0088 

*021* 018; R00975 G0022 DOl D12 DIO D51 D53 D59 D69 D82 F- 7A; P1730 
P1694 DOl; HOOll-R; H0113 HOOll 

*022* 018; G0635 G0022 DOl D12 DIO D23 D22 D31 D41 D51 D53 D58 D75 D86 
F71; R00975 G0022 DOl D12 DIO 051 D53 D59 D69 D82 F- 7A; R0O444 
G0453 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D83 F70 F93; R00446 
G0282 G0271 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D60 D83 F36 F35 
; R00326 G0044 G0033 G0022 DOl D02 D12 DIO D51 D53 D5B D82; R00835 
G0566 G0022 DOl Dll DIO D12 D51 D53 D58 D63 D84 F41 F89; R01463 
G0408 G0384 G0339 G0260 G0022 DOl Dll DIO D12 D26 D51 D53 D58 D63 
D86 F27 F26 F41 F89; HOOll-R; P1150 ; P0088 

*023* 018; NDOl; Q9999 Q7750; N9999 N7147 N7034 N7023; N9999 N7045 N7034 
N7023; K9676-R; K9574 K9483; N9999 N6882 N6655 

*024* 018; K9472; K9541 K9483; B9999 B4988-R B4977 B4740 

*025* 018; DOl D12 DIO D22-R D42 D51-R D59 D58 D63 D64 D65 D69 F78 F73 
F47 F40 F39 F41-R 7A-R F22 F07-R D60 F26-R F04 F72 D41 EOl EOO; 
R00927 G1503 DOl Dll DIO D50 D85 F22; A999 A157-R 

<04> 

*001* 018; P1707 P1694 DOl 

*002* 018; G2073 G2062 DOl D60 F07 F35 Dll DIO D50 D86 F09 F36; P1934-R 

P0635 DOl D50 F70; HOOOO; P1081-R F72 DOl 
*003* 018; R00446 G0282 G0271 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D60 

D83 F36 F35; HOOOO; P0088 ; P0099 
*004* 018; R00817 G0475 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D83 F12; 

R00446 G0282 G0271 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D60 D83 

F36 F35; R00444 G0453 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D83 

F70 F93; H0033 HOOll; P0088 
*005* 018; R01463 G0408 G0384 .G0339 G0260 G0022 DOl Dll DIO D12 D26 D51 

D53 D58 D63 D86 F27 F26 F41 F89; HOOOO; FOOBS 
*006* 018; G0635 G0022 DOl D12 DIO D23 D22 D31 D41 D51 D53 D58 D75 D86 

F71; HOOOO 

*007* 018; R00351 G1558 DOl D23 D22 D31 D42 D50 D73 D82 F47; P8O04 P0975 

P0964 DOl DIO Dll D50 D82 F34; P0055; HOOOO 
*008* 018; R07226-R G3623 DOl D23 D22 D31 D42 D50 D61 D76 D86 F24 F28 F26 

F34 F36 F35 H0293 P0599 
*009* 018; G3623-R P0599 DOl 
*010* 018; R24070 G3623 P0599 DOl 

*011* 018; R01176 G1650 G1649 DOl D23 D22 D31 D41 D50 D73 D82 F08 F07 F97 

; P1116 P1105 DOl DIO F07; P0055; HOOOO 
*012* 018; R00815 G0715 G0022 DOl D12 DIO D27 D51 D53 D58 D83 F08 F07; 

HOOOO 

*013* 018; G0419 G0384 G0339 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D63 

F41 F89 Dll D86 F08 F07; HOOOO; P0088 
*014* 018; R00808 G0497 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D83 F22; 

HOOOO; P0088 

*015* 018; G0373 G0340 G0339 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D63 
F41 F89 D23 D22 D31 D75 D41 D87 F72 Ell EOO; HOOOO; P0088 

*016* 018; G0635 G0022 DOl D12 DIO D23 D22 D31 D41 D51 D53 D58 D75 D86 

F71; R00446 G0282 G0271 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D60 
D83 F36 F35; R00444 G0453 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 
D83 F70 F93; R00817 G0475 G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 
D83 F12; R01463 G0408 G0384 G0339 G0260 G0022 DOl Dll DIO D12 D26 
D51 D53 D58 D63 D86 F27 F26 F41 F89; R00815 G0715 G0022 DOl D12 DIO 
D27 D51 D53 D58 D83 F08 F07; G0419 G0384 G0339 G0260 G0022 DOl D12 
DIO D26 D51 D53 D58 D63 F41 F89 Dll D86 F08 F07; G0373 G0340 G0339 
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G0260 G0022 DOl D12 DIO D26 D51 D53 D58 D63 F41 F89 D23 D22 D31 D75 

D41 D87 F72 Ell EOO; HOOll-R; P0088 
*017* 018; R01463 G0408 G0384 G0339 G0260 G0022 DOl Dll DIO D12 D26 D51 

D53 D58 D63 D86 F27 F26 F41 F89; G0340-R G0339 G0260 G0022 DOl D12 

DIO D26 D51 D53 058 D63 F41 F89 D69 F- 7A; HOOll-R; P0088 
*018* 018; NDOl; Q9999 Q7750; N9999 N7147 N7034 N7023; N9999 N7045 N7034 

N7023; K9676-R; K9574 K9483; N9999 N6882 N6655 
*019* 018; B9999 B3407 B3383 B3372 
<05> 

*001* 018; P0782 F39 DOl D65 

*002* 018; G2108-R DOl D60 F35; P1978-R P0839 DOl D50 D63 F41; HOOOO; 

HOOll-R 

*003* 018; G2062-R DOl D60 F07 F35; P0635-R F70 DOl; HOOOO 

*004* 018; R00351 G1558 DOl D23 D22 D31 D42 D50 D73 D82 F47; P8004 P0975 
P0964 DOl DIO Dll D50 D82 F34; P0055; HOOOO 

*005* 018; NDOl; Q9999 Q7750; N9999 N7147 N7034 N7023; N9999 N7045 N7034 
N7023; K9676-R; K9574 K9483; N9999 N6882 N6655 
Derwent Registry Numbers: 0326-S; 0326-U; 0708-S; 0708-U; 0835-S; 0835-U; 

0964-S; 0964-U; 0975-S; 0975-U; 1842-S; 1842-U 
Specific Compound Numbers: R00835-M; R00835-Q; R22612-M; R22612-Q; R00326-M 

; R00326-Q; R21380-M; R21380-Q; R00975-M; R00975-Q; R00964-M; R00964-Q; 

R16492-M; R16492-Q; R00708-M; R00708-Q 
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Diese Arimeldung ist eine contiauation^in^part der ebenfalls anhSn^gen 
Anmeldung mit der Seriennxunmer 08/660,698, eingereicht am 3. Juni 1996. 

Gfthiet dtr Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein immobilisierte chemisch funk- 
tionelle Gebilde. Genauer betrifft die Erfindung Materialien und Verfahren 
fiir die Inunobilisierung bioaktiver Spezies auf polymeren Substraten. i 

Hintcrgrund der Erfindung 

Auf den Gebieten der Biotechnologie, Biomedizin und BioheUung bei- 
spielsweise werden bioaktive Spezies oft auf einem Tragerbestandteil im- 
mobilisiert, um die bioaktive Spezies effizienter zu nutzen. Der Begrifif 
"Immobilisieren" und seine Ableitungen, wie er hierin verwendet wird, be- 
trifft die Bindung einer bioaktiven Spezies direkt an einen Tragerbestandteil 
Oder uber mindestens eihe Zwischenverbindung an einen Tragerbestandteil. 
Der Begiiff "btnden" und seine Ableitungen, wie hierin verwendet, betreffen 
Adsorption wie Physisorption oder Chemisorption, Ligand/Rezeptor-Wech- 
selwirkung, kovalente Bindung, Wasserstoff-Bindung oder ionische Bin- 
dung einer polymerdn Substanz oder einer bioaktiven Spezies an einen 
Tragerbestandteil. Zu bioaktiven Spezies gehQren beispielsweise Enzyme, 
organische Katalysatoren, Ribozyme, organometallische Verbindungen, Pro- 
teine. Glycoproteins Peptide, Polyaminosauren, AntikQrper. Nucleinsauren, 
SteroidmolekOle. Antibiotika, Antimykotika, Cytokine, Kohlehydrate, ole- 
ophobe Verbindungen, Lipide, Pharmazeutika und Therapeutika. Zellen wie 
Saugetierzellen, Reptilzellen, Amphibienzellen, Vogelzellen, Insektenzellen, 
Planktonzellen, Zellen von Wirbeltieren und wirbellosen Tieren des Meeres, 
die keine Sanger sind, Pflanzenzellen, Mikrobenzellen, Einzeller, genetisch 



veranderte Zellen und Organellen wie Mitochondrien sind ebenfalls bioakti- 
ve Spe2des. Aufierdem werden nicht-zellulare biologische Gebilde wie Vi- 
ren, Viroide und Prionen als bioaktiye Spezies betrachtet. 

Es gibt verschiedene Materialien, die zur Verwendung als ein Trager- 
bestandteil zur Immobilisierung bioaktiver Spezies geeignet sind. Beispieie 
fur diese Materialien sind KohlenwasserstoiBf-Polymere, Fluorkohlenstoff- 
Polymere, Keramiken und Metalle. Unter diesen Materialien sind Polytetra- 
fluorethylen und poroses Polytetrafluorethylen von speziellem Interesse als 
Tragerbestandteile. Polytetrafluorethylen (PTFE) ist ein hydrophobes Fluor- 
kohlenstoff-Polymer, das wohlbekainnt dafur ist, eine aufierordentliche Be- 
standigkeit gegen LSsungsmittel- und chemischen Angrifif zu haben. Pordses 
Polytetrafluorethylen kahn auf eine Viclzahl von Wegen hergestellt werden. 
Koextrusion' eines Polytetrafluorethylen-Extrudats mit einem leicht ver- 
dampfbaren Material wie Petrolether^ bbispielsweise, bildet ein Material, aus 
dem das leicht verdampfbare Material letztlich entfemt wird, xim das Mate- 
rial poroser zu machen (siehe US-Patent Nr, 3,281,511, das hierin durch 
Bezugnahme aufgenommen wird), Expandiertes Polytetrafluorethylen 
(ePTFE) Oder gerecktes Polytetrafluorethylen sind porose Fluorkohlenstoff- 
Polymermaterialien, die in erster Linie diirch eine Vielzahl verbindender 
Hohlraume, definiert durch Knoten und Fibrillen aus Polytetrafluorethylen- 
Maiterial, giekennzeichfiet sind. Expandierte PTFE-Materialien, einschlieB- 
lich ePTFE-Membranen und -Filme, die nachstehend beschrieben werden, 
kdnnen nach den Lehren der US-Patente Nr. 3,953,566, 3,962,153, 
4,096,227, 4,187,390 und 4,902,423, von denen jedes durch Bezugnahme 
hierin aufgenommen wird, hergestellt werden. Im Allgemeinen sind porose 
PTFE-Materialien chemisch stabil und sehr biokompatibel. Die Materialien 
haben leicht einzustellende PorengroGen mit groBen OberflacheA/'olumen- 
Verhaltnissen, guter mechanischer Festigkeit und guter Bestandigkeit gegen 
Verschmutzung, unter anderen Eigenschaften. Dementsprechend sind diese 
Materialien als Tragerbestandteile fur die Inunobilisierung bioaktiver Spe- 
zies attraktiv. 



In der Literatur wurden mehrere Verfahren zur Immobilisierung bioaktiver 
Spezies auf Fluorkohlenstoff-Polymere wie PTFE, poroses PTFE oder po- 
lymere Kohienwasserstoff-Materialien gelehrt. Zu diesen Verfahren gehoren 
beispielsweise chemische VerSnderungen des polymeren Materials, um dar- 
auf chemisch reaktive Gruppen zur kovalenten Bindung einef bidaktiven 
Spezies an das Material auszubilden. Adsorption einer bioaktiven Spezies an 
das polymere Material, und Verahdem des polymeren Materials und/oder 
einer bioaktiven Spezies mit KompatibilitatsftSrderem, oberflSchenaktiven 
Mitteln oder Netzmitteln, um ihre OberflSchenenergien zu verSndem. Wie 
nachstehend beschrieben wird, gibt es bei jedem dieser Verfahren Schwie- 
rigkeiten. 

Wegen der extremen chemischen Inertheit des Rtickgrats von Fluorkohlen- 
stoff-Polymeren und vielen Kohlenwasserstoff-Polymeren kiinnen nur hoch- 
energetische Reaktionstypen das Riickgrat dieser MateriaUen erfolgreich 
verSnderh, um darauf chemisch reaktive organische Baueinheiten zu erzeu- 
gen. Wenn chemisch reaktive organische Baueinheiten ehtlang des Rttck- 
grats eines Fluorkohlenstoff- Oder Kohlenwasserstoff-^Polymers gebildet 
v/erden, kQnnen bioaktive Speries an die Baueinheiten gebunden werden. 
Beispielsweise wurden Enzyme chemisch an mit Ammoniakplasma behan- 
delte Fluorpolymer-Oberflachen gebunden unter Verwendung von Ammoni- 
akplasma und Glutaraldehyd (Siehe M. Kawakami, H. Koya und S. Gondo, 
"Immobilization of glucose oxidase on polymer membranes treated by low- 
temperature plasma", Biotech. Bioeng.. 3 2: -369, (1988)) oder unter Verwen- 
dung von Aminosilan und Glutaraldehyd (J. M. Taylor, M. Cheryan, T. Ri- 
chardson und N. F. Olson, "Pepsin immobilized on inorganic supports for 
the continuous coagulation of skim rnifk", Bioteeh. Bioeng.. 19: 683 (1977), 
beispielsweise). Reprasentative Beispiele filr diese hochenergetischen Reak- 
tionen sind thermische Zersetzung (US-Patent Nr. 5,296,510, Shigeru et al. 
erteilt), Bestrahlung mit Elektronen, Gammastrahlen, Radiowellen, Mikro- 
wellen (T. Kaseniura, S. Ozawa, K. Hattori, "Surface Modification of Fluo- 
rinated Polymers of Microwave Plasmas", J. Adhe,sion, 33: 33 (1990); 
Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation in 



PCT/AU89/00220; Y. Ito, Y. Iguchi,.T. Kashiwagi, Y. Iihanishi, "Synthesis 
and nonthrpmbogenicity of polyetherurethaneurea film grafted .with po- 
ly(sodium vinyl sulfonate)", J. Biomed. Mater. Res>, 25: 1347 (1991); und 
Y. Ito, M. Kajihara, Y, Imanishi, "Materials for enhancing cell adhesion by 
immobilization of cell adhesive peptide", J. Biomed. Mater, Res.. 25: 1325 
(1991)), Oder mit UV-Licht (K. Allmer, A. E. Feiring, "Photochemical Mo- 
dification of a Fluoropolymer Surface", Macromolecules, 24: 5487 (1991); 
A. B. Pointer, W. R. Jones Jr., R. H. Janse, "Surface energy changes produ- 
ced by ultraviolet-ozone irradiation of poly(methyl methacrylate), polycar- 
bonate, and polytetrafluoroethylen", Polvm. Ene, ScL, 34: 1233 (1994)), 
Glimmentladimgs-Bestrahlung (R. Sipehia, G. Martucci, M. Barbarosie, C. 
Wu, "Enhanced Attachment of and GroAvth of Human Endothelial Cells 
Derived firom Umbilical Veins on Ammonia Plasma Modified Surfaces of 
PTFE and ePTFE Synthetic Vascul^ Graft Bibmaterials". Biomat> Art 
Cells Immob. Biotech,. 21: 455 (1993)) und Redox-Realctionen mit starken 
Nucleophilen wie Natrium- oder Kalium-Aryloxiden (C. A. Costello, T. J. 
McCarthy, "Surface-selective Introduction of Specific Functionalities onto 
. Poly(tetrafluoroethylene), Macromolecules. 20: 2819 (1987); A. J. Dias, T. 
J. McCarthy, "Introduction of carboxylic acid, aldehyde and alcohol functio- 
nal groups onto the surface of poly(chlorotrifluoroethylene), Macromolecu- 
les, 20: 2068 (1987); G. E. Sweet, J, P. Bell, "Selective chemical etching of 
poly(ethylene terephthaiate) using primary amines", J. Pblvm. Sci. Phvs. 
Ed., 16: 1935 (1978); und H. B. Lin, S. L. Cooper, "Polyurethane copoly- 
mers containing covalently attached RGD-peptide", Mat Res, Soc. Svmp. 
Proc, 252: 185 (1992)), oder Ozon (R. L. Daubendiek, J. G. Calvert, "the 
Reaction of Ozone with Perfluorinated Polyolefins", Environ. Lett.. 6: 253 
(1974)). 

Diese Hochenergie-Veranderungen konnen jedoch tux polymere Materialien 
hochgradig zerstorerisch sein. Bei PTFE und porosem PTFE beispielsweise 
fuhren Hochenergie-Veranderungen des Fluorkohlenstoff-Riickgrats oft zii- 
unkontrollierter Oberflachen-Erosion des Materials, Depolymerisierung des 
PerfluorkoMenstoff-Ruckgrats (A. B. Pointer, W. R. Jones Jr., R. H. Jansen, 



"Surface Energy Changes Produced by Ultraviolet-ozone Iiradiation of Po- 
ly(methyl methacrylate). Polycarbonate and Polytetrafluoroethylene", Poi 
lym/Eng. Sci.. 34: 1233 (1994)), Verringerung der Festigkeit des Polymer- 
Substrats (S. Kanazawa, T. Takiguchi, A. Nishimora, T. Merita und A. Uno, . 
"iDevelopment of a HydropMlic PTFE;i)ordus membrane filter'*, Sumitomo 
Denki, 147: 99 (Sept. 1995), und zu VerluSt an definierter Fibrillen-Struktur 
von porosem expandiertem PTFE (US-Pateiit Nr. 5,462,781, Zukov/ski er- 
teilt). 

Aufierdem erzeugen Hochenergie-Veranderungen an Kohlenv/as3erstoff- 
Polymeren und Fluorkohienstpff-Polymeren wie PTFE odpr porosem PTFE 
oft reaktive Zusammensetzungen an dem Kohlenwasserstoff- oder Fluor- 
kohlenstoff-Riickgrat, die eine unbestimmbare Oberflachendichte, chemi- 
sche Identitat und chemische Stabilitat haben (X. Xie, T. R. Gengcnbach 
und H. J. Griesser, "Changes in wettability with time of plasma modified 
perfluorinated polymers", J. Adhesion Sci. TechnoL, 6: 1411 (1992). Aufler- 
dem kann die Veranderung des Kohlenwasserstoff- oder Perfluofkohleii- 
stofif-Riickgrats raumlich ungleich sein, wobei mikroskopische oder ma- 
kroskopische Bereiche des Polymers unverandert bleiben. Bestenfalls kdn- 
n!en di6se Oberflachen-Zusammensetzungen nur empirisch bestimmt werden 
und so mnr teilweise bekannt sein. 

Bei einem hydrophoben porosen Polymer wie beispielsweise ePTFE oder 
porosem Polyethylen kann die Veranderung des Ruckgrats auf die auBeren 
Schichten des porosen Materials beschrarfct sein, wobei die inneren Poren- 
strukturen groBtenteils oder voUig unverSndert bleiben. Als Ergebnis bleiben 
die unveranderten Bereiche des Polymer-Tragerbestandteils hydrophob und 
unterstutzen so nicht ohne weiteres das Berietzeii mit Fltissigkeiten hoher 
Oberflachenspannung. Beim Fehlen einer derartigen Benetzung kann eine 
kontinuierliche Durchflihrung von Fluiden hoher Oberflachenspannung 
diirch den Tragerbestandteil zwecks Materialtransport von Reaktanden oder 
Nahrstoffen zu oder von einer immobilisierten bioaktiven Spezies nicht be- 
gonnen oder aufrechterhalten werden. Unterbrochene oder unvoUstandige 



Durchfiihrung von Fluid-Phasen hoher Oberfl^chenspannung in einem porS- 
sen Polymer-Tragerbestandteil kann zum Tunneln des Fluidums hoher Ober- 
flachenspannnng durch nur Teile des pbrosen Materials ftihren, was zu ver- 
ringerter Effizienz fuhrt. Dariiber hinaus kOnnen diese unveranderten Berei- 
che nicht mit bioaktiven Spezies immobilisiert werden, was zu ineffizienter 
Verwendung der hohen Oberflache des porosen Materials fiihrt^ 

Wegen diesen Einschrankungen ist die Veranderung des Ruckgrats eines 
Kohlenwasserstoff- oder Fluorkohlenstoff-Polymer-Tragerbestandteils mit 
einer hochenergetischen Reaktion meist ein ungeeignetes Verfahren zur 
Immobilisierung von bioaktiven Spezies- 

Als eine Alternative zu diesen chemischen Veranderungcn polymerer Ober- 
flSchen MOirden nicht-chemische Verfahren verwendet, um bioaktive Spezies 
an KphlenwasserstofF- und Fluorkohlenstoff-Tragerbestandteile zu binden. 
Beim einfachsten Verfahren wird eine bioaktive Spezies via einfache physi- 
kbchemische Adsorption an den Oberflachen eines Fluorkohlenstoff- 
Polymers immobilisiert. Beispieisweise lehren M, Rucha, B. Turkiewicz 
vmd J. S. Ziik, "Poiymeric membranes for lipase immobilization", J. Am. Oil 
' Ghem. Soc>, 67: 887 (1990) und Shults, M. et al., "Continuous In Vivo Glu- 
cose Analysis Based on Immobilized Enzyme Bound To Derivatized Teflon 
Membrane", Trans. ASAIO, 25: 66 (1979) beide Enzym-Physisorption auf 
ePTFE. Physisorption bioaktiver Spezies ist jedoch oft kinetisch xmd ther- 
modynamisch instabil, hochgradig reversibel und kompetitiv yerdrangt 
durch Reaktanden, Produkte oder NahrstofFe in geldster Phase, AuJJerdem 
kann Physisorption die bioaktive Spezies verandem oder schadigen. Daher 
ist die Physisorption bioaktiver Spezies an Kohlenwasserstoff-Polymer- 
Oder Fluorkohlenstoff-Polymer-Tragerbestandteile iiblicherweise nicht eine 
geeignete Inmiobilisierungs-Technik. AuBerdem verhindem die hydropho- 
ben Eigenschaften eines Tragerbestandteils aus porosem Kohlenwasserstoff- 
Polymer oder porosem Fluorkohlenstoff-Polymer wie ePTFE oft die Physi- 
sorption einer bioaktiven Spezies in den inneren Porenstnikturen des 
Tragerbestandteils. 



Nach einerii anderen nicht-chemischen Immobilisations-Schema warden 
bioaktive Spezies wie Zellen an porO^en PTFt-Tragerbestandteilen immobi- 
lisiert, Beispielsweise wurden Bakterien- und Hefe-Zellen \inter Verwen- 
dung einex Emulsion aus PTFE und bberflachenaktiven Mirteln in PTFE- 
Fibrillenmatrizes immobilisiert (F. W. Hyde, G. R. Hunt und L. A. Enrede, 
"Immobilization of bacteria and Sacchbromyces cerevisiae in po- 
ly(tetrafluorethylene) membranes", ApoL Environ. Microbial.. 57: 219 
(1991)). Das oberflachenaktive Mittel ist notwendig, urn die Anwesenheit 
einer kontinuierlichen Wasserphase liberall in der Emulsion sicherzustellen, 
um die Diffusion von Nahrstoffen zu Zellen, die in den porosen Bereichen 
des Materials immobilisiert sind, zu erlauben. Dieses Verfahreri zur Immo- 
bilisierung von Zellen in den porosen Matrizes eines FluorkohlenstofiF-PoIy- 
mers ist ziemlich scharf, jedoch sind ebeiiso viele oberflachenaktive Mittel 
cytotoxisch. Als Ergebnis ist dieses Verfahren nicht allgemein anwendbar 
auf alle Zell-Typen, weil die Reaktionsbedingungen oft fOr Zell-Typen wie 
Pflanzen- oder Saugetier-Zellen toxisch sind. AuBerdem kaxm das oberfla- 
chenaktive Mittel etwas von dem HoMraum-Volumen oder das gesamte 
Hohlraum-Volumen der Poren in einem solchen porosen Tragerbestandteil 
verstopfen. SchlieBlich kann sich das oberflachenaktive Mittel mit der Zeit 
axis dem Tragerbestandteil herauslosen. Dies schafft oft eine toxische Um- 
gebung ftir die immobilisierten Zellen oder ein Tunneln von Nahrstoffen, 
was zu einer heterogenen Verteilung von Zellen in dem porosen Trager- 
bestandteil fUhrt. Folglich ist dies oft ein ungeeignetes Verfahren fiir die 
Immobilisierung von bioaktiven Spezies. 

In noch einem anderen nicht-chemischen Verfahren wurden Saugetier- 
Zellen in ePTFE-Tragerbestandteilen immobilisiert, indem die Zellen durch 
hydrostatischen Druck in die Poren des Materials gezwungen wurden (Uni- 
versity of Washington, PCT/US95/03735). Die Zell-Lebensfthigkeit ist je- 
doch oft gering wegen der mechanischen Scherkrafte, die wahirend des Ver- 
fahrens erzeugt werden. AuBerdem bleibt das ePTFE hydrophob und der 
Material-Transport von flUssigem Wasser diorch die Dicke des Materials 
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kann niedrig bleiben, was zu einem suboptimalen Transport von Nahrstoffen 
zu den ihunobilisierten Zellen fuhrt. 

In einem Versuch, die Immobilisierung bioaktiver Spezies, die an Kohlen- . 
wasserstoff- oder FluorkohlenstofF-Polymer-Tragerbestandteile immobili- 
siert sind, zu verbessem, kann die Hydrophobie der Oberflachen derartiger 
Polymer-Tragerbestandteile mit hydrophilen oberflachenaktiven Mitteln 
oder grenzflachenaktiven Mitteln verandert werden. Hydrophobe Oberfla- 
chen sind niederenergetische Oberflachen, die leicht benetzt werden von 
Fluiden niedriger Oberflachenspannung wie Kohlenwasserstoffen oder Al- 
koholen mit niederem Molekulargewicht und den meisten organischen Ld- 
sungsnuttelri mit niederpm Molekulargewicht, wie Benzol, Aceton, Toluol 
lind Dioxan etc. Hydrophile Oberflachen andererseits sind hochenergetische 
Oberflachen, die von Fluiden hoher Oberflachenspannung leicht benetzt 
werden. Beispiele fiir Fluide hoher Oberflachenspannung sind, aber ohne 
darauf beschrSnkt zu sein, fliissiges Wasser, wassrige Salz- und Protein- 
Losungen, Dimethylformamid, Dimethylsuifoxid, Glycerol, Hexamethyl- 
phosphortriamid, Formamid und Glykol, beispielsweise. Bei diesen Verfah- 
ren werden die grenzflachenaktiven Mittel auf den ObeiflSchen eines poly- 
meren Kohlenwasserstoff- oder FluorkohlenstofF-Tragerbestandteils physi- 
sorbiert. Wenn ein grenzflachenaktives Mittel auf die Oberflachen einies 
hydrophoben polymeren Tragerbestandteils aiifgebracht wird, wird die 
Oberflachenenergie des Tragerbestandteil Ublicherweise erhdht. Die erh5hte 
Oberflachenenergie des Tragerbestandteils erleichtert oft die Bindung einer 
bioaktiven Spezies an den Tragerbestandteil. Beispielsweise lehren die US- 
Patente Nr. 5,077,215, das McAuslan et al. erteilt wurde. Nr. 5,183,545, das 
Branca et al. erteilt wurde, und Nr. 5,203,997^, das Koyama et al. erteilt wur- 
de, die Adsorption von anionischen und nichtionischen grenzflachenaktiven 
Mitteln aus Fluorkohlenstoff an der Oberflache von Fluorkohlenstoff- 
Tragerbestandteilen, urn ihrc Hydrophobie zu verandem. Als ein Ergebnis 
wurde die normalerweise hydrophobe Oberflache des Polymers hydrophiler 
gemacht. Dem folgte die Physisorption einer bioaktiven Spezies an der Po- 
lymer-Oberflache, die durch das grenzflachenaktive Mittel mbdifiziert war. 



In ahnlichen Verfahren wird die Adsorption von grenzflachenaktiyen Mit- 
teln an polymere TragerbestandteUe gelehrt. bei denen nachfolgend bioakti- 
ve Spezies an die adsorbierten grenzflachenaktiven Mittel gebunden werden. 
Beispielsweise lehit das Guire et al. etteilte US-Patent Nr. 5^63,992 die 
Adsorption von Polymerketten an einen TragerbestandteiU woran Biomole- 
kale aber ein fotoaktives Mittel gebunden werden. Auf diese Weise wden 
bioaktiye Spezies leichter an dem Tragerbestandteil inunobiiisiert, als wenn 
sie direkt an der darunter liegenden hydrophoben Polymeroberflache immo- 
bilisiert wiirden. Altemativ konnen die bioaktiven Spezies kovalent direkt 
an das oberflachenaktive Mittel gebunden werden, anstatt daran physisor- 
biert zu werden (siehe auch beispielsweise das Hato et al. erteilte US-Patent 
Nr. 4,619,897). 

Bei diesen Verfahren sorgte die Anwesenheit eines grenzflachenaktiven 
Mittels ftir eine Oberflache mit einer HydrophiUe, die zu Anfang die Inuno- 
bUisierung bioaktiver Spezies erhohte. Bei porosen Tragerbestandteilen 
sorgte das grenzflachenaktive Mittel auch zu Beginn fiir kontinuierliche 
Wasserphasen durch die Poren des Tragerbestandteils. Wie nachstehend 
detaillierter beschrieben wird, ist jedoch die ImmobiUsierung bioaktiver 
Spezies mit grenzflachenaktiven Mitteln Ublicherweise zeitlich instabil. 

Die physikalisch-chemische Stabilitat der iinmobilisierten bioaktiven Spe- 
zies ist eine andere Angelegenheit. wenn bioaktive Spezies mit grenzfla- 
chenaktiven Mittehi inunobiiisiert werden. Die Adsorption von grenzfla- 
chenaktiven Mitteln an einen polymeren Tragerbestandteil kann dazu die- 
nen die Festigkeit der Biospezies-Adsorption zu erhohen, aber die Biospe- 
• zieJ kann trotzdem von der mit grenzflachenaktivem Mittel behandelten 
Oberflache desorbieren. Urn die Ruckhaltung der bioaktiven Spezies an ei- 
nem Tragerbestandteil zu verbessem, lehrt das d'Eveleigh erteilte US-Patent 
Nr 4 885 250 die Veranderung biologischer Liganden selbst nut grenzfla- 
chenedctiven Mitteln vor der Physisorption des grenzflachenaktiven Mittels 
an dem Tragerbestandteil. Die Veranderung bioaktiver Spezies mit grenzfla- 
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chenaktiven Mitteln vor der Physisorption an hydrophobe Polymer-Oberfla- 
chen kann jedoch die Bioaktivitat der bioaktiven Spezies .dramatisch beein- 
trachtigen. Beispielsweise wurde das Enzym Lactat-dehydrogenase mit 
grenzflachenaktiven Mitteln gemischt und an PTFE-Mikropartikeln physi- 
sorbiert, was zu einem Abfall der enzymatischen Aktivitat von 96 % fOhrte 
(N. D. Danielson und R. W. Siergiej, "Immobilization of enzymes on polyte- 
trafluoroethylene particles packed in HPLC columns'^ Biotech. Bioeng. 23: 
1913 (1981)). In einem anderen Beispiel wurde das Enzym Urease mit Per- 
fluoralkyl-Ketten verandert und dann an ePTFE physisorbiert, was zu einem 
anfanglichen Abfall der enzymatischen Aktivitat von 10 - 18 % und einer 
schlechten enzymatischen StabilitiSt insgesamt fUhrte (R. K. Kobos, J. W. 
Eveleigh, .M. L. Stepler, B. J. Haley, S. L. Papa, "Fluorocarbon-Based Im- 
mobilization Method for Preparation of Enzyme Electrodes", Anal. Chem., 
60: 1996 (1988)). AuBerdem konnen adsorbieite, mit grenzflachenaktivem 
Mittel modifizierte bioaktive Spezies molekular beweglich bleiben und kon- 
nen an der Oberflache eines KohlenwasserstofF-Polymer- oder Fluorkohlen- 
stoff-Polymer-Tragerbestandteils wandem imd sich zusammenballen. Diese 
Wirkung kann beschleunigt werden bei der Anwendung von Verschnittniit- 
teln, Veranderungen des pH oder jerhohten Temperaturen, wie beim Behan- 
deln im Autoklaven, was oft zu einer betrachtlichen Umorganisierung xler 
bioaktiven Spezies an der Oberflache des TrSgerbestandteils ftihrt. Dies 
kann einen V erlust der Benetzungsfahigkeit des TrSgerbestandteils mit Flus- 
sigkeiten hoher Oberflachenspannung imd/oder eine ungleiche rSumliche 
Immobilisierung einer bioaktiven Spezies bewirken (Abaysekara et al., er- 
teiltes US-Patent Nr. 5,352,511). Als ein Ergebnis dieser Einschrankungen 
ist die Veranderung einer bioaktiven Spezies mit einem grenzflachenaktiven 
Mittel vor dem Immpbilisieren der bioaktiven Spezies an einem hydropho- 
ben Tragerbestandteil meistens ein ungeeignetes Verfahren* 

GrenzflSchenaktive Mittel, ob an einem hydrophoben TrSgerbestandteil phy- 
sisorbiert oder an eine bioaktive Spezies gebunden und dann an einen hy- 
drophoben Tragerbestandteil adsorbiert, imterliegen der Desorption. Bei- 
spielsweise lehren R. L Foster et al. in "Analysis of Urokinase Immobilizati- 
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on on the polyteti-afluoroethylene vasc\ilar prosthesis". Am. J. Surg.. 156: 
130 (1988) die Adsorption des grenzflachenafctiven Kohlenwasserstoflfs Tri- 
dodecylmethyl-ammoniumchlorid an die Oberflachen von ePTFE, gefolgt 
von Immobilisierung des Enzyms Urokinase an das grenzflSchenaktive Mit- 
tel. Die Adsorption war instabil, und das Ronstrukt aus Enzym/grenzflS- 
chenaktivem Mittel wurde schlieBlich verdrangt. Eine zusatzliche Beschran- 
kung bei diesem Immobilisierungs-Verfahren ist die Tendenz des grenzfla- 
chenaktiven Mittels, sich in die geioste Phase hinein zu losen, oft mit \mer- 
wiinschten Folgen, wie Kontaminierung oder tnaktivierung gewiinschter 
Prodvikte oder der bioaktiven Spezies. Dementsprechend ist die Immobilisie- 
rung bioaktiver Spezies an einen hydrophoben Tragerbestandteil mit einem 
grenzflachenafctiven Mittel ublicherweise instabil, kurzlebig ixmd mogli- 
cherweise fur die bioaktive Spezies schadlich, 

Die Stabilitat der Adsorption von grenzflachenaktiven Mitteln an eine Koh- 
lenwasserstoff- oder Fluorkohlenstoff-Polymer-Oberflachc kann erhSht 
werden durch Erh5hen des Molekulargewichts des grenzflachenaktiven Mit- 
tels (J. H. Lee, J: Kopecek, J. D. Andrade, "Protein-Resistant Surfaces Pre- 
pared by PEO-Containing Block Copolymer Surfactants", J. Biomed. Mater. 
Res., 23: 351 (1989)) oder durch Emiedrigen der molekularen Entropie des 
grenzflachenaktiven Mittels (J. H, Lee, P. Kopeckova, J. Kopecek, L D. 
Andrade, "Surface Properties of Alkyl Methacrylates with Metho- 
xy(polyethylene oxide) Methacrylates and Their Application as Protein- 
resistant Coatings", Biomaten^ 11:455 (1990)). Beide Wege k6nnen 
durchgeftihrt werden durch Herstellen von grenzflachenaktiven Mitteln mit 
verzweigten oder kammartigen Kohlenwasserstoff-Ketten anstelle von bei- 
spielswcise linearcn KohlenwasserstofF-Ketten. Die Stability des adsorbier- 
ten grenzflachenaktiven Mittels kann dennoch noch vonibergehend sein, 
wenn auch viel fester, und kann dennoch von der Trager-Oberflache desor- 
bieren, was diese Technik fur Langzeit-Anwendungen moglicherweise un- 
brauchbar macht. 
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Bei einem anderen Verfahren 2Xir Verringerung der Desoiption des greiizfla- 
chenaktiven Mittels oder der Beweglichkeit des.grenzflachenaktiven ^4ittels 
kannen adsorbierte Ketten des greiizflachenaktiven Mittels kovalent mit 
benachbarten adsorbierten Ketten des grenzflachenaktiven Mittels vemetzt 
werden, was neue oberflachengebundene planare Molekule erzeugt. Die sich 
ergebenden planaren Molekule sind von sehr hohem Molekulargewicht und 
haben eine stark verringerte molekulare Entropie. Diese Art von Vemetzung 
verringert das Vorkommen von Desorption oder Oberflachen-Wanderung 
des grenzflachenaktiven Mittels dramatisch. Beispielsweise lehren das 
Schniidt et al. erteilte US-Patent Nr. 4,929,666 \ind das Schnxidt et al. erteil- 
te US-Patent Nr. 5,006,624 das Adsorbieren von Copolymeren von Flxioral- 
kyl-Acrylaten bzw. Caj-boxyl-vinylen an Fluorkohlenstoff-Polymer-Ober- 
flSchen, gefolgt von Oberflachen- Vemetzung von adsorbierten Carboxyl- 
Baueinheiten, urn eine gegen Oberflachen-Umorganisatipn oder gegen De- 
sorption hochgradig stabile Beschichtung zu erzeugen. In einem andefen 
Beispiel wurde ein hydrophiles Fluorkohlenstoff-Polymer aus Tetrafluor- 
ethylen-co-yinylalkohol adsorbiert und chemisch unter Verwendung eines 
Polyether-bisoxiran-Vemetzers mit sich selbst vemetzt (Abaysekara erteiltes 
US-Patent Nr. 5,354,587). In einem anderen Beispiel wurde ein hydrophiles 
KohlenwassefstoffrPolymer von Poljrvinylalkohoi adsorbiert vuid unter 
Verwendimg eines Dialdehyd-Verhetzers mit sich selbst vemetzt (US-Patent 
Nr. 4,113,912 und Nr. 4,193,138, beide Okita erteilt). Dies fuhrte dazu, dass 
die ePTFE-OberflSLche mit flussigem Wasser benetzbar gemacht war und. die 
adsorbierten Copolymer-Molekttle hqchgradig bestandig gegen Desoiption 
oder gegen Oberflachen- Wanderung waren. Diese hydrophilen Oberflachen 
haben jedoch eine begrerizte oder stark verringerte Anzahl chemisch funk- 
tioneller Gruppen, an -die zusStzliche Polymere oder bioaktive Spezies ge- 
bunden werden konnen. Wenn die adsorbierte Copolymer-Schicht einen 
Mangel £in der gewunschten Anzahl oder Identitat chemisch funktioneller 
Gmppen, die sie besitzt, hat, dann wird die Kapazitat der Schicht aus adsor- 
biertem Copolymer oder grenzflachenaktivem Mittel, bioaktive Spezies zu 
immobilisieren, immer suboptimal bleiben. Dementsprechend ist diese Art 
von Vemetzung von adsorbierten Molekuhlen von grenzflachenaktivem 
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Mittel Oder Copolymer an Kohlenwasserstoff- oder FluorkohlenstofiF- 
Polymer-Tragerbestandteile oft ungeeignet fiir die nachfolgende Immobili- 
Sierung bioaktiver Spezies. 

Ein Tragerbestaridteilv an den chemiseh stabile und chemisch verSnderUche 
hydrophile polymere Oberflachen gebunden sind, als ein Substot, an das 
bioaktive Spezies stabil und effizient immobilisiert sind, wSre brauchbar. 
Eine solche Konstruktion wiirde einen Praktiker befahigen, die Anzahl 
und/oder Vielfalt immobilisierter bioaktiver Speaes zu erhohen. Ein Prakti- 
ker ware auch in der Lage, ein Konjugations-Schema zur Immobilisierung 
einer bioaktiven Spezies auszuwahlen, das fiir die spezielle bioaktive Spe- 
zies am besten geeignet ist. 

Zusammepfassung der Erfindune 

Wie in dem Hintergrundabschnitt beschrieben, sind Verfahren des Stands 
der Technik fiir die Immobilisierung bioaktiver Spezies an Tragerbestandtei- 
len, die aus Materialien auf Kohlenwasserstoff-Polymer- oder Fluorkohlen- 
stoff-Polymer-Basis bestehen, problematisch. Die vorliegende Erfindung 
lost die oben beschriebenen Probleme mit einer Konstruktion, die chemische 
Veranderungen des Tragerbestandteils sowie die Notwendigkeit, vorsorgli- 
che Maflnahmen zur Verringerung der Desorption der immobilisierten bio- 
aktiven Spezies von dem TrSgerbestandteil zu trefifen, und die Notwendig- 
keit, die bioaktive Spezies vor der Immobilisierung mit grenzflSchenaktiven 
Mitteln zu verSndem, beseitigt. Die vorliegende Erfmdung stellt einen 
Tragerbestandteil mit hydrophileh Oberflachen, an die bioaktive Spezies 
leicht immobilisiert werden, bereit. Die hydrophilen Oberflachen der Kon- 
struktion sind chemisch stabil. Die Anzahl und Art der chemisch funktionel- 
len Gruppen der hydrophilen Oberflachen konnen variiert werden. Die Fa- 
higkeit, die chemisch funktionellen Gmppen der hydrophilen Oberflachen 
zu variieren, erlaubt einem Praktiker, die Anzahl und/oder Vielfalt chemisch 
funktioneller Gruppen, an die bioaktive Spezies immobilisiert werden k6n- 
nen, zu erhohen. Die vorliegende Erfindung erlaubt einem Praktiker auch, 
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ein Konjugations-Schemat flir die Immobilisierung bioaktiver Spezies a\is- 

.- • • ,\ . ■ 

zuwahlen, das die Bioaktivitat uhd Stabilitat der immobilisierten bioaktiven 
Spezies am besten aufrechterhalt 

Bel der vorliegenden Erfindung schafft die Adsorption eines polymeren 
grenzflachenaktiven Mittels an einem Tragerbestandteil, gefplgt von Ver- 
netzen von Ketten der Polymere des grenzflachenaktiven Mittels miteinan- 
der in situ, ein physikaliscK und chemisch stabiles Substrat, oder eine erste 
Schicht, an die nachfolgend ein hydrophiles Polymer gebnnden wird, wobei 
daraiif eine zweite Schicht ausgebildet wird. Bevorzugt wird das hydrophile 
Polymer der zweiten Schicht kovalent an das vemetzte polymere grenzfl^r 
chenaktive Mittel der eisten Schicht gebimden. Das hydrophile Polymer der 
gebimdenen zweiten Schicht hat chemisch fimktionelle Gruppen, fiber die 
bioaktive Spezies immobiiisiert werden. Das hydrophile Polymer der zwei- 
ten Schicht wird so ausgewahlt, dass es eine oder mehrere spezifische Arten 
chemisch flinktioneiler Gruppen zur Immobilisierung bioaktiyer Spezies 
bereitstellt. Sobald eine bioaktive Spezies an der zweiten Schicht gebunden 
ist, ist das Ergebnis ein Tragerbestandteil mit hydrophilen Oberflachen, die 
physikalisch stabil und chemisch verMnderbar sind, an die bioaktive Spezies 
stabil immobiiisiert sind (siehe Fig. 1). 

Wenn es gewiinscht wird, kaim eine Mehrzahl von Schichten hydrophiler 
Polymere an die erste Schicht gebxmden werden und an mindestens eine der 
Schichten bioaktive Spezies gebunden werden (siehe Fig. 2). Zusatzlich 
dazu, dass sie als ein Substrat fur die Immobilisierung einer bioaktiven Spe- 
zies dienen, konnen zusatzliche Schichten hydrophiler Polymere dazu die- 
nen, die hydrophilen Eigenschaften der Konstruktion zu erhohen und/oder 
als eine durchlassige schiitzende Abdeckung flir die bioaktive Spezies. 

Altemativ kOnnen bioaktive Spezies direkt an chemisch fijnktipnelle Grup- 
pen der ersten Schicht imrnobilisiert werden, vde es in Fig. 3 veranschau- 
licht ist, oder an uberschussige chemisch funktionelle Grappen des an die 
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erste Schicht gebundenen Vemetzungsmittels, wie es in Fig. 4 veranschau- 
lichtist. 

Es wird aiif Fig. 1 Bezug genpmmen: eine Ausftihrurigsform der vprUegen- 
den Ei£nd\ihg (10) ist gerichtet auf ein Mate^ifial mit immobilisieiten bioak^ 
tiven Spezies, aufweisend cinen Tragerbestandteil (12), eine erste Schicht 
(14), bestehend aus mindestens einer Art eines polymereh grenzflachenakti- 
ven Mittels, das an den Tragerbestandteil gebxinden und mit sich in situ ver- 
netzt ist, eine zweite Schicht (18), bestehend aus mindestens einer Art eines 
hydrophilen Polymers, das an die erste Schicht gebunden ist, und minde- 
stens eine Art einer bioaktiven Spezies (19), die an die zweite Schicht ge- 
bunden ist. 

Die vorliegende Erfindung hat zwar viele Anwendxmgen, aber sie ist insbe- 
sondere geeignet fur die hnmobilisierung von Insulin absondemden Pankre- 
as-Inselzelien oder genetisch verSnderten Insulin absondemden Zellen, Die 
faimbbilisierung derartiger Zellea kann nUtzlich sein zur Erleichtorung der 
Transplantation und/qder Implantation der Zellen in einen Empfanger als ein 
Mittel zur Behandlung oder Besserung verschiedener Krankheiten, wie bei- 
spielsweise neuroendokriner Krankheiten, einschliefilich Diabetes mellitus, 
neurologischer Krankheiten, einschUeBlich Parkinson-Krankheit, Stoffwech- 
sel-Mangelkrankheiten, einschliefilich Hurler-Krankheit. Die vorliegende 
Erfindung ist auch geeignet fur die Immobilisierung von Nieren-Epithel- 
Oder -Interstitialzellen zur Verwendung bei der Therapie von Nierenversa- 
gen. Von besonderem Interesse in dieser Hinsicht ist die Verwendung der 
vorliegenden Erfmdimg in der Form einer Membranbarriere fiir die Einkap- 
selung von immobilisierten therapeutischen Zelien. Eine andere Verwen- 
dung der vorliegenden Erfindung ist fur die Immobilisierung von Hepatozy- 
ten fiir die Konstruktion von extrakorporalen Leber-Untersttitzungsvorrich- 
tungen. Noch eine weitere Verwendung ist die Immobilisierung bioaktiver 
. Spezies wie autogener GefaB-Endothelzellen auf einem ktinstlichen GefSfl- 
transplantat oder auf eirier polymerbeschichteten metallischen endolumina- 
len GefaiJprothese zxir Verbesserung der Gefafidurchgangigkeit. Weitere 
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Verwendungen beixihalten die Immobilisierung von antikoagulierenden Fak- 
toren wie Heparin, Heparansulfat, tPA, Protein S, verschiedenen Lysin- 
Verbindnngen, Urokinase, Protein C, etc. anf einem kunstlichen GefaBtrans- 
plantat oder auf einer polymerbeschichteten metallischen endolnminalen 
GefaBprothese zur Verbesserung der Gefafi-Durchgangigkeit, die Inunobili- 
sierung von gerinnungsfordemden Faktoren wie. Gewebsfaktor, von Wille- 
brand-Fajctor, Faktor Xni, Kininogen, Thrbrpbin, etc., die Immobilisierung 
von adhSsionsabhangigen oder adhasionsuriabh3ngigen ZelUinien, ein- 
schliefilich genetiscli veranderter Zellen zur Verwenduhg bei der Genthera- 
pie, die Immobilisierung von adhasionsabhahgigen oder adhasionsunabhan- 
gigen Zelllinien zur Verwendung bei der Transplantations-Therapie, die 
Iinmobilisierung von pro-adhasiven Liganden wie dem Tripeptid Arg-Gly- 
Asp, Kollagerien und Fibronectin, beispielsweise, zur Forderung der Anhaf- 
tung zellularer bioaktiver Spezies, die Immobilisierung anti-adhasiver Li- 
ganden, wie Dextran, Albumin und Polyethylenglykol, beispielsweise, zur 
Verringerung unspezifischer zellularer Anhaftung an Tragerbestandteile, 
und die Immobilisierung von Bakterien- oder Hefe-Zellen zur Verwendung 
bei Bioheilung und Biotechnologie. 

Bei anderen Anwendimgen koimen bei der yorliegendeh Erfindung Enzyme, 
katalytische AntikGrper oder Phasentransfer-Katalysatoren verwendet wer- 
den, um biokatalytische Reaktionen durchzufuhren wie biosensitive und 
Enzymaffinitats-Chromatographie. AuQerdem k5nnen bei der vorliegenden 
Erfindung Proteine, Peptide, Kohlehydrate, Antikorper, Lektine oder Lipide 
verwendet werden, um Ligandenaffinitats- oder Immunomatrix-Chromato- 
graphiesaulen zum Nachweis oder der Trennung von Produkten aus einem 
Fliissigkeitsstrom herzustellen. Eine weitere Verwendung der vorliegenden 
Erfindung ist als ein festes Substrat, auf dem die Synthese von Peptiden oder 
Arziieimitteln durchgefiihrt werden kaim. Bei vielen dieser Verwendxmgen 
weist die vorliegende Erfindimg eine permeable oder semipermeable Mem- 
brahbiarriere auf, die eine kontinuierliche L6svmgsmittel-Phase diirch die 
Barriere schafft, wie fur den Transport von Gasen, NShrstoffen oder Reakti- 
onsprodukten. 
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Die vorliegende Erfmdung betrifft auch Verfahren, die Obeifiachen eines 
hydrophoben Trlgerbestandteils durch Erhdhen der Oberflachcnenergie die- 
ser Materialieii hydrophiler zu machen, urn das Benetzen und Verteilen von 
Fluiden hoher Oberflachenspaimung darauf zu unterstttteen. Die -vorliegende 
Erfiridung betrifft auch Verfahren zum stabilen Immobilisieren von bioakti- 
ven Spezies an den auf dem TrSgerbestandteil ausgebildeten hydrophilen 
OberflSchen, 

Kurze Beschreibtine der Zeichnungen 

Pig. 1 veransphaulicht einen Querschnitt der vprliegenden Erfin- 

dung (10) mit einer ersten Schicht (14), die an einen 
TrSgerbestandteii (12) gebunderi ist, wobei der Buchstabe 
"x" angibt, dass die Bestandteile der ersten Schicht mitein- 
ander vemetzt sirid, und das Symbol "A" (16) uberschiissi- 
ge chemisch funktionelle Gruppen des Vemetzungsmittels, 
woran eine zweite Schicht (18) gebunden ist, angibt. Der 
Buchstabe "B" (19) in Fig. 1 steht fur eine bioaktive Spe- 
zies. 

Fig. 2 veranschaulicht einen Querschnitt der vorliegenden Erfin- 

dung (10) mit einer zusStzUchen Schicht (26), hydrophiler 
Polymere, die an erne zweite Schicht (24) gebunden ist, 
wobei bioaktive Spezies (28) an der zusatizlicheh Schicht 

(26) immobiUsiert sind. Der Buchstabe "x" gibt ai, dass 
die Bestandteile der ersten Schicht (22) miteinander ver- 
netzt sind, und das Symbol "U" (23) gibt Uberschiissige 
chemisch funktionelle Gruppen des Vemetzungsmittels 
an, woran eine zweite Schicht (24) gebunden ist. Die zu- 
satzliche Schicht hydrophiler Polymere wird so dargestellt, 

dass sie durch eine Mehrzahl vertikaler Linien an die 
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zweite Schichte gebunden ist. Der Buchstabe "B" (28) in 
Fig. 2 steht filr eine bioaktive Spezies. 

veranschaulicht einen Qucrschnitt der vprliegenden Erfin- 
dung (30) mit einer ersten Schicht (34), diie an einen 
Tragerbestandteii (32) gebunden ist, wobei bioaktive Spe- 
zies direkt an chemisch funktionelle Gruppen der ersten 
Schicht immobilisiert sind. Der Buchstabe "x" gibt an, 
dass die Bestandteile der ersten Schicht miteinander ver- 
netzt sind, Der Buchstabe "B" in Fig. 3 steht fur eine bio- 
aktive Spezies (36). 

veranschaulicht einen Querschnitt der vorliegenden Erfin- 
dung (40) mit einer ersten Schicht (44), die an einen. 
Tragerbestandteii (42) gebunden ist, wobei bioaktive Spe- 
zies (48) uber uberschtissige chemisch funktionelle Grup^ 
pen des Vemetzungsmittels an der ersten Schicht immobi- 
lisiert sind. Der Buchstabe "x" gibt an, dass die Bestandtei- 
le der ersten Schicht miteinander vemetzt sind. Das Sym- 
bol (46) steht fiir tiberschussige chemisch funktionelle 
Grappen des Vemetzungsmittels. Der Buchstabe "B" (48) 
in Fig. 4 steht fiir eine bioaktive Spezies (48). 

ist eine nisterelektronenniikroskopische Au&ahme der 
Mikrostruktur eines TrSgerbestandteils aus pordsem Poly- 
tetrafiuorethylen mit einer darauf inmiobilisierten bioakti- 
veh Spezies. 

veranschaulicht einen Querschnitt der vorliegenden Erfin- 
dung (60) mit einer an einen Tragerbestandteii (62) ge- 
bundenen ersten Schicht (64), wobei die Bestandteile der 
ersten Schicht miteinander vemetzt sind und tiberschussi- 
ge chemisch funktionelle Gruppen des Vemetzungsmittels 



vorhanderi sind. Der Buchstabe "x" gibt an, dass die Be- . 
standteile der ersten Schicht miteinander vemetzt sind. 
Das Symbol V' (66) steht fur uberschiissige chemisch 
funktioneile Gruppen des Vemetzungsmittels. 

veranschaulicht einen Querschnitt der vorliegenden Erfin- 
dung (70), wobei eine erste Schicht (74) dergestalt an ei- 
nen Tragerbestandteil (72) gebunden ist, dass die Anzahl 
chemisch funktioneller Gruppen, die zur Immobilisierung 
bioaktiver Spezies (71) verfugbar ist, von der ersten 
Schicht durch die HinzufQgung einer zweiten Schicht (78) 
erhShrwird. Der Buchstabe "x" gibt an, dass die Bestand- 
teile der . ersten Schicht miteinander vemetzt sind. Das 
Symbol "if" (76) steht filr tiberschiissige chemisch funk- 
tioneile Gruppen des Vemetzungsmittels. Das Symbol 
A" in dem die erste Schicht darstellenden Bereich gibt 
chemisch funktioneile Gruppen der Bestandteile der ersten 
Schicht an, die wahrend der Bildung der ersten Schicht 
aufgebraucht wurden und nicht iSnger zur Inunobilisierung 
bioaktiver Spezies verfugbar sind Der Buchstabe "A" auf 
der zweiten Schicht steht fur unumgesetzte chemisch funk- 
tioneile Gruppen der Bestandteile der zweiten Schicht, die 
zur Inunobilisierung bioaktiver Spezies oder zur Bindung 
zusatzlicher Schichten hydrophiler Materialien an sie ver- 
fugbar sind. Der Buchstabe "B" (71) in Fig. 7 steht fur eine 
bioaktive Spezies. 

veranschaulicht einen Querschnitt der vorliegenden Erfm- 
dung (80) mit einer ersten Schicht (84), die an einen 
Tragerbestandteil (82) gebunden ist, und einer zweiten 
Schicht (86), die an die erste Schicht gebunden ist, wobei 
eine Vielfalt chemisch funktioneller Gruppen durch die 
zweite Schicht bereitgestellt wird. Die chemisch funktio- 



hellen Gruppisn der ersten Schicht werden dutch den 
Buchstaben "A" dargestellt Chemisch funktionelle Gnip- 
pen der zweiten Schicht konnen dieselben sein wie die 
chemisch funktionellen Gruppen der e^rsten Schicht, oder 
die Gruppen koimen verschieden sein. Die chemisch fiink- 
tionellen Gruppen der zweiten Schicht werden durch den 
Buchstaben "Z" dargestellt! Der Buchstabe *'B" in Fig. 8 
steht fur eine bioaktiye Spezies. 

■ r ^ 

veranschaulicht eine Vorrichtung zur Zelleinkapselung, 
die eine gemaU der vorliegenden Erfindung aufgebaute 
Membran verwendet. ' ' 

ist eine Fotografie einer Ausfuhrungsform der vorliegen- 
den Erfindung, bei der eine bioaktive Spezies in einem 
Mxister auf porosem Polytetrafluorethylen immobilisiert 
ist. 

veranschaulicht eiiieix Querschnitt der vorliegenden Erfin- 
dung (110) mit einer ersten Schicht (114), die an einen 
Tragerbestandteil (112) gebunden ist, vmd einer zweiten 
Schicht (116), die an die erste Schicht gebunden ist, wobei 
eine Abstandhalter-Verbindung (118) zwischen die zweite 
Schicht und eine bioaktive Spezies eingeschoben ist, Der 
Buchstabe . "x" gibl an, dass die Bestandteile der ersten 
Schicht miteinander vemetzt sind. Das Symbol "tf" (115) 
steht fiir uberschussige chemisch funktionelle Gruppen des 
Vemetzungsmittels. Der Buchstabe "B" (119) in Fig. 11 
steht fiir eine bioaktive Spezies. 

veranschaulicht eine Ausfuhrungsform der vorliegenden 
Erfindung in der Form eines GefaBtransplantats. 



Genaue Beschreibiing der Erfmdung 



Die vorliegende Erfmdung betrifft polymere Materialien, hierin als Trager- 
bestandteile bezeichnet, mit einem daran gebundenen Substrat- bestehend 
aus Schichten chemisch stabiler und chemisch veranderbarer hydrophirer 
Polymere, an die bioaktive Spezies stabil immobilisiert sind. Gewunschten- 
falls konnen metallische oder keramische Materialien bei der vorliegenden 
Erfindung als TrSgerbestandteile verwendet werden, 

Bei porpsen Tragerbestandteilen erlaubt es die vorliegende Erfmdung auch, 
dass bioaktive Spezies leicht an den OberflSchen immobilisiert werden, die 
die pordsen Bereiche dcs Tragerbestandteils definieren, ohne die Poiositat 
des Tragerbestandteils bemerkenswert zu verringem (siehe beispielsweise 
Fig. 5). Das Ergebnis ist ein Tragerbestandteil mit Oberflachen, die uberall 
in seinem Volumen hydrophil und mit Fluiden hoher Oberflachenspannung 
benetzbar gemacht sind, wpran mindestens eine Art von bioaktiver Spezies 
immobilisiert ist. 

Bei der bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die 
Konstruktion aus den folgenden Bestandteilen zusammengesetzt: einem 
Tragerbestandteil, bestehend aus einem polymeren Material, einer ersten 
Schicht, bestehend aus mindestens einer Art eines polymeren grenzflachen- 
aktiven Mittels oder einem multifuhktionellen Copolymer, bestehend aus 
mindestens einem Bereich, der physikalisch-chemische Affmit^t zu dem 
Tragerbestandteil hat, um physikalisch-chemische Adsorption des Polymers 
an der Oberflache des Tragerbestandteils zu erlauben, und mindestens einem 
anderen Bereich, der chemisch reaktiv ist, um koyalente Vemetzung mit 
einem geeigneten Vemetzungsmittel zu erlauben, einem geeigneten Vemet- 
zungsmittel, einer zweiten Schicht, die besteht aus einem oder mehreren 
hychophilen grenzflachenaktiven Mitteto, Homopolymeren oder Copolyme- 
ren, die chemisch funktionelle Gruppen enthalten, die in der Lage sind, mit 
unverbrauchten freien vemetzenden Gruppen der ersten Schicht zu reagie- 
ren, und die zusatzliche Gruppen haben, um der Konstruktion eine erhohte 



Hy;drophilie zu verleihen^ und fur eine nachfolgende Bindung von bioakti- 
ven Spezies daran, und einer bioaktiven Spezies, die an die chemisch fxink- 
tionellen Gruppen der zweiten Schicht gebunden sind, 

Geeignete Materialien fur. eineh hydrophoben polymeren Tragerbestandteil 
sind, aber ohne darauf beschrankt zu sein, Polytetrafluorethylen, expandier- 
tes Polytetrafluorethylen, poroses Polytetrafluorethylen, fluoriertes Ethylen- 
propylen, Hexafluorpropylen, -Polyethyleri, Polypropylen, Nylon, Poly- 
ethylenterephthalat, Polyurethan, Silikonkautschuk, Polystyrol, Polysulfon^ 
Polyester, Polyhydroxysauren, Polycarbonat, . Polyimid, Polyamid, 
Pblyaniinosaiaren, Regeneratzellulose oder Proteine wie Seide, Woile und 
Leder. Expandiertes, oder poroses Polytetrafluorethylen (ePTFE) ist 
besonders bevorzugt. Verfahren zur Herstellting von . por5sen 
Polytetrafluorethylen-Materialien sind beschrieben in den US-Pateriten 
3,953,566 und 4,187,390, beide Gore erteilt, die beide durch Bezugnahme 
hierin inkoiporiert werden. 

Obwohl die vorliegende Erfindung in erster Linie Konstruktionen betrifft, 
die mit Tragerbestandteilen hergestellt sind, welche hydrophob sind, kdnnen 
auch einige nicht hydrophobe Matericdien zur Verwendxmg bei der vorlie- 
genden Erfindung geeignet sind. Geeignete Materialien flir hydrophile 
Tragerbestandteile sind, aber ohne darauf beschrankt zu sein, beispielsweise 
Zellulose-Derivate, Agarose, Alginat, Polyhydroxyethylmethacrylat, Polyvi- 
nylpyrrolidon, Polyvinylalkohol, Polyallylamin, Polyallylalkohol, Polyacryl- 
amid und PolyacrylsSure. SchlieBlich konnen bestimmte Metalie und Kera- 
miken geeignete Materialien zur Verwendung als TrSgerbestandteile bei der 
vorliegenden Erfindung sein. Geeignete Metalie fur Tragerbestandteile sind, 
aber ohne darauf beschrankt zu sein, beispielsweise Titan, rostfreier Stahl, 
Gold, Silber, Rhodium, Zink, Platin, Rubidium und Kupfer. Geeignete Ma- 
terialien fur keramische Tragerbestandteile sind, aber ohne darauf be- 
schrankt zu sein, beispielsweise Siliciumoxide, Aluminiumoxide, Alumini- 
umoxid, Siliciumdioxid, Hydroxyapatite, Glaser, Calciumoxide, Polysilano- 
le und Phosphoroxide. 
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Zur Konstruktion der vorliegenden Erfmdung wird eine erste Schicht auf 
einem TrSgerbestandteil ausgebildet, indem ein polymeres grenzflachenakti- 
ves Mittel an den OberflSchen des Tragerbestandteils adsorbiert wird, ge- 
folgt voQ Vemetzen des grenzflSphenaktiven Mittels mit sich selbst in situ. 
Bei einem porosen tragerbestandteil wird die erste ScMcht gexvuitschten- 
falls auch an Material. adsQrbiert, das die porSsen HohMume des Trager- 
bestandteils definiert. Beispielsweise wird eine L6sung, bestehend aus ei- 
nem pplynieren grenzflachenaktiven Mittel, das in einer Konzentration von 
etwa 0,001 % bis etwa 99,9 %, bevoizugt etwa 0,25 % bis etwa 5 % in ei- 
nem geeigneten LSsungsmittel geldst ist, zu Anfang an den Oberflachen und 
gewiinschtenfalls in den porQsen RSumen eines porSsen Tragerbestandteils 
^ adsorbiert, einfach durch Eintanchen des Tragerbestandteils in die Losung 
fUr etwa 0,05 Minuten bis etwa 20 Minuten, um Physisorption des grenzfla- 
chenaktiven Mittels an den Oberflachen des Tragerbestandteils zu erlauben. 
Geeignete Materialien fiir die erste Schicht sind, aber ohne darauf be- 
schrankt zu sein, Polyvinylalkohol, Polyethylenglykol, Polypropylenglykol, 
Dextran, Agarose, Alginat, Polyacrylamid, Polyglycidol, Poly(vinylalkohol- 
co-ethylen), Poly(ethylenglykol-co-propylenglykol), Poly(vinylacetat-co- 
vinylalkohol), Poly(tetrafluorethylen-co-vinylalkohol), Poly(acrylnitril-co- 
acrylamid), Poly(aciyhiitril-co-acrylsaure-co-acrylairiidin), Polyaciylsaure, 
Polylysin, Polyethylenimin, Polyvinylpyirolidon, Polyhydroxyethylmetha- 
crylat und Polysulfon und ihre Copolymere, entweder alleine oder in Kom- 
bination. Bevorzugte Copolymere zur Ausbildung der ersten Schicht sind 
Copolymere, die bestehen aus mindestens einer Baueinheit, die in der Lage 
ist, physikalisch-chemisch an den Tragerbestandteil zu adsorbieren, einer 
Baueinheit, die zur chemischen Veranderung mit einem geeigneten Mittel in 
der Lage ist. und einer Baueinheit, die in der Lage ist. mit Fluiden hoher 
Oberflachenspannung zu wechselwirken. Diese Baueinheiten kOnnen so 
ausgewahlt werden, dass eine Bauemheit alle diese drei Rollen gleichzeitig 
erflillt, zwei Rollen erfuUt oder nur eine RoUe erfullt. Geeignete LSsungs- 
mittel fiir diesen Zweck sind, aber ohne darauf beschrSnkt zu sein. Metha- 
nol, Ethanol, Isopropanol, Tetrahydrofuran, Trifluoressigsaure, Aceton, 
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Wasser, Dimethylformafnid (DMF), Dimethylsulfoxid (DMSO), Acetonitril, 
Benzol, Hexan, Ghloroform und uberkritisches Kohlendioxid. 

Wenn ein hydrophober Tragerbestandteil verwendet wird xind das fiir die 
erste Schicht ausgewShlte Polymer sich nur in Losungsmitteln mit hoher- 
Oberflachenspannung iQst, sollte der hydrophobe Tragerbestandteil mit ei- 
nem mischbaren Losungsmittel mit einer medrigen Oberflachenspannxmg 
vorbenetzt werden, um eiiie Adsorption des Polymers fiir die erste Schicht 
zu bewirken. Bei porosen Tragerbestandteilen kann ein Uberschuss an ad- 
sorbiertem grenzfiachenaktivem Mittel unter Verwendung von frischem 
Losungsmittel von der Oberflache gespiilt werden^ um massig abgeschiede- 
nes grenzflachenaktives* Mittel daran zu hindem, Poren des Tragerbestand- 
teils teilweise zu blockieren. Dieser Schritt ist zwar optional, aber bevor- 
zugt, um sicherzustellen, dass die Poren eines por5sen Tragerbestandteils 
wie ePTFE nicht mit grenzflachenaktivem Mittel verstopft werden. 

Das polyinere grenzflSchenaktive Mittel der ersten Schicht wird unter Ver- 
wendimg eines geeigneten Vemetzungsmittels in situ kovalent mit sich 
selbst vemetzt, um oberflachengebundene planare Molekiile mit extrera ho- 

. hem Molekulargewicht zu erzeugen, Diese Molekiile mit sehr hohem Mole- 
kulargewicht dienen dazu, das Potential fur Desorption oder Migration des 
grenzflachenaktiven Mittels stark zu verringem oder zu beseitigen. Geeigne- 
te Reagentien zur Verwendung beim Vemetzen des polymeren grenzfla- 
chenaktiven Mittels in situ sind Verbindimgen, die bestehen aus mindestens 
zwei Chemiisch funktionellen Gruppen, entweder homofunktipnell oder hete- 
rofunktionell, zu denen gehdren, aber ohne darauf beschrankt zu sein. Alde- 
hyde, Epoxide, Acylhalogenide, Alkylhalogenide, Isocyanate, Amine, An- 
hydride, Sauren, Alkohole, Halogenacetale, Arylcarbonate, Thiole, Ester, 
Imide, Vinyle, Azide, Nitro-Verbindungen, Peroxide, Sulfone und Maleimi- 
de, gelost in Losungsmitteln, die die adsorbierte Schicht bene tzen. Zum L6- 

^ sen des Vemetzungsmittels geeignete Losungsmittel sind, aber ohne darauf 
beschrankt zu sein, Aceton, Wasser, Alkohole, Tetrahydrofuran (THF), Di- 
methylsulfoxid (DMSO), Dimethylformamid (DMF), Benzol, Acetonitril 
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und Dioxanv Andere Reagentien sind, aber ohne darauf beschrankt zu sein, 
freie Radikale, Anionen, Kationen, Plasma-Bestrahlung, Elektronen- 
Bestrahlung und Photonen-Bestrahlung. Ein bevorzugtes Vemetzungsmittel 
ist Glutaraldehyd, bevorzugt unter Verwendung eines HCl-Katalysators, 
bevorzugt in Wasser gelOst. - - - 

Unabt^gig davon, welches ! Vemetzungsmittel verwendet wird, wird das 
Vemetzungsmittel be^vorzugt im Oberschuss ziigegeben. d.h. in einer sol- 
chen Menge, dass genUgend unumgesetzte chemisch fimktionelle Gruppen 
des Vemetzungsmittels vorhanden seln werden, um nach dem Vemetzungs- 
schritt als Anbindungs-Punkte mr die zweite Schicht zu dienen (siehe Fig. 
6). So erfullt das Vemetzungs-Schema zwei Rollen. Gemafi einer RoUe bil- 
det das Vemetzen oberflachengebundene planare MolekiUe von extrem ho- 
hem Molekulargewicht. Gemali einer anderen Rolle schafft das Vemetzen 
chemisch fiinktionelle Gruppen, an die die zweite Schicht nachfolgend ge- 
bunden wird. Danach werden bioaktive Spezies an unumgesetzte chemisch 
fiinktionelle Gmppen des Vemetzungsmittels gcbunden (siehe Fig. 4). 

Bei einer altemativen Ausfiihrungsform kann das polymere grenzflachenak- 
tive Mittel der ersten Schicht mit Verfahren, die kein chemisches Vemet- 
zungsmittel verwenden, an den Tragerbestandteil gebunden werden. Poly- 
mere grenzflachenaktive Mittel beispieisweise, die zahlreiche Nitril- 
Gnippen enthalten, kSnnen sich spontan selbst zu einer stabUen Konforma- 
tions-Beschichtung zusammenfugen, wemi sie an dem Tragerbestandteil 
adsorbiert werden. Die Stabilitat der Beschichtung stammt vom physikali- 
schen Vemetzen benachbarter Polymerketten tiber polare Cyano-Wechsel- 
wirkungen. Bei einem anderen Beispiel kanri das polymere grenzflachenak- 
tive Mittel unter Verwendung eines geeigneten Mittels via Saure-Base- 
Koazervation physikalisch vemetzt werden, z.B. kann eine erste Schicht, die 
■ aus einem kationischen polymeren grenzflachenaktiven Mittel gebildet ist, 
durch die Anwendung eines anionischen Mittels physikalisch vemetzt wer- 
den. AuBerdem kann ein amphoteres polymeres grenzflachenaktives Mittel 
sich via intemer Saure-Base-Koazervation spontan zu einer Konformations- 



Beschichtung zusammenfugen. Bei noch einem weiteren Beispiel lehrt die 
Minnesota Mining and Manufacturing Company in PCT/US91/b7686 die 
Anwendving einer hydrophilen Polyvinylalkohol-Schicht, die via Interketten- 
und Intraketten-Polymerkristallisienmg nicht-kovalent vemetzt wird. 

Der Grad der Vemetzung der ersten Schicht kann durch Fourier Transform 
Infrarot Spektroskopie (FTIR) beurteilt warden. Beispielsweise sind mit 
FTIR die freien Hydroxyl-Gruppen von Polyvinylalkohol (PVA) vor dem 
Vemetzen bei etwa 3349 cm'^ nachweisbar. Nach dem Vemetzen yerschiebt 
sich der Peak zu etwa 3383 cm"* und verliert an Hohe. Als eine positive in- 
terne Kontrolle, ein FTIR-Peak bei nahenmgsweise 2942 cm'^ aufgrund von 
CH2-Gruppeii verandeit* als ein Ergebnis der Vemetzuiig die Position oder 
Hohe nicht. Ein Verschieben der Peak-Position der Hydroxyl-Gruppe (OH) 
von etwa 3349 cm"^ zu etwa 3383 cm"' unter Verringerung der Peak-Hohe 
ist ein Anzeichen fur die Mehge an PVA, die bei der Bilduiig der ersten 
Schicht vemetzt wurde. 

Das AusmaB, in dem freie oder uberschtissige Aldehyd-Gruppen eines Ver- 
netzungsmittels, wie Glutaraldehyd, nach dem Veraetzungsschritt in der 
ersten Schicht vorhanden sind, kann auch unter Verwendung von FTIR be- 
stimmt werden, Wenn beispielsweise ein Gegenstand der vorliegenden Er- 
findung mit einer ersten Schicht aus PVA, die. mit Glutaraldehyd umfang- 
reich vemetzt ist, dampfsterilisiert wird, hat der Gegenstand tiblicherweise 
FTER-Peaks bei etwa 1590 cm"' und etwa 1690 cm \ Von diesen Peaks wird 
angenommen, dass sie tlberschiissige Aldehyd-Gruppen der ersten Schicht 
und ihre Produkte partieller Hydrolyse durch die Dampf-Exposition darstel- 
len. Ein Shnlicher Gegenstand mit einer ersten Schicht, die kurz eiiiem Glu- 
taraldehyd- Vemetzungsmittel ausgesetzt wird, hat tiblicherweise keinen 
FTIRrPeak bei 1590 cm*^. Dementsprechend kann das AusmaB, in dem eine 
erste Schicht uberschtissige chemisch funktionelle Gruppen enthalt, durch 
Vergleichen des Verhaltnisses eines FTIR-Peaks bei etwa 1690 cm"' zu ei- 
nem FTIR-Peak bei etwa 1590 cm"' beurteilt werden. 
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FTIR kann auch venvendet werden, urn die Anwesenheit einer zweiten 
Schicht, die an eine erste, mit Glutaraidehyd vemetzte Schicht gebimden ist, 
nachzuweisen. Beispielsweise wird ein Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
diing mit einer 2weiten Schicht aus PVA, die an eine erste Schicht aus PVA 
gebunden ist, starke FTIR-Peaks bei etwa 2950 cm^ und bei etwa 3350 cm * 
haben. Diese Peaks stellen Signale von dem Kohlenwasserstoff-Rttckgrat 
bzw. den fireien Hydroxyl-Gruppen des PVA,'sowohl von der ersten als auch 
der zweiten Schicht, dar. Das Fehlen eines FUR-Peaks bei etwa 1590 cm"* 
und etwa 1690 cm"* ist ein Hinweis, dass im Wesentlichen alle Aldehyd- 
Gruppen des Glutaraldehyd-Vemetzungsmittels wahrend des Bindens der 
zweiten Schicht an die uberschiissigen Aldehyd-Gruppen der ersten Schicht 
verbraucht wurden. - , 

Aulierdem kann eine erste oder zweite Schicht aus Poly(lysin) auf einem 
Tragerbestandteii durch rontgenstrahlenangeregte Fotoelektronenspektro- 
skopie (XPS) nachgewiesen v/erden, Beispielsweise kann das Hinzufugen 
von Amino-Gruppen (NH2) an die Oberflaphe diirch die Messung von Stick- 
stoff nachgewiesen werden. Stickstoff ist tibiichenyeise weder in Kohlen- 
wasserstoff- noch fOr Fluorkohlenstoff-Tragerbestandteilen der vorliegenden 
Erfindung anwesend. GleichermaBen kann beispielsweise die Immobilisie- 
rung von Zell-Anheft-Peptiden wie der Arg-Gly-Asp-Aminosaxiresequenz an 
einer ersten oder zweiten Schicht aus PVA mittels XPS nachgewiesen wer- 
den, 

Im Falle einer dreidimensionalen Vorrichtung wie einem Schaum oder 
Schwamm wird die Anwesenheit einer hydrophilen Schicht, die direkt an 
einen Tragerbestandteii gebunden ist oder eine erste oder zweite Schicht 
, bildet, bevprzugt durch Elementaranalyse nachgewiesen. 

Die Zusammensetzung der zweiten Schicht wird ausgewahlt sowohl hin- 
sichtlich der FShigkeit der zweiten Schicht, mit der ersten Schicht zusam- 
menzuwirken, um das Benetzen des hydrophoben Tragerbestandteils mit 
Fluiden hoher Oberflachenspannung zu fordem, als auch hinsichtlich ihrer 
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Fahigkeit, eine Anzahl und Vielfalt von ublicherweise an der ersten Schicht 
nicht vorhandenen chemisch funktionellen Gruppeh, an dehen bioaktive 
Spezies immobilisiert werden konnen, bereitzustellen. 

Bei der Bildung der zweiten Schicht konnen verschiederie hydrophile Poly- 
mere zur Verwendxing bei der Herstellung der Schicht ausgewahlt werden. 
Verschiedene hydrophile Polymere liefem eine Vielfalt chemisch fxmktio- 
neller Gruppen, aus denen beim Binden von bioaktiven -Spezies an die zwei- 
te Schicht auszuwahlen ist (siehe Fig. 7). Als ein Ergebnis gibt die zweite 
Schicht die Art chemisch funktioneller Gruppen, an denen bioaktive Spezies 
immobilisiert werden, vor. AuBerdem vergroCert die Bindiing einer zweiten 
Schicht an die unverbrauchten Baueinheiten des. Vemetzungsmittels die An- 
zahl chemisch funktioneller Gruppeh, die flir die Immobilisierung bioaktiver 
Spezies zur Verfugung stehen, auf Zahlen, die viel groBer sind, als sie bei 
Verwendimg nur der ersten MaterialsQhicht an.dem TrSgerbestandteil mcJg- 
lich sind. Dies ist ein Schlflsselmerkmal der vorliegenden Erfindung, weil 
die Fahigkeit, die Art und die Anzahl chemisch funktioneller Gruppen, die 
zur Immobilisierung bioaktiver Spezies verwendet werden, die von der 
zweiten Schicht bereitgestellt werden, auszuwShlen, mit der ersten Schicht 
alleine nicht leicht erhalten wird. 

Eine zweite Schicht wird an der ersten Schicht ausgebildet durch Binden 
eines hydrophilen Polymers an das vemetzte polymere grenzflachenaktive 
Mittel der ersten Schicht mittels der imumgesetzten chemisch funktionellen 
Gnippen des Vemetzungsmittels (siehe Fig. 1),. Bevorzugt werden die hy- 
drophilen Pplymere kovalent an die polymeren grenzflacheiiaktiven Mittel 
gebunden. Bei eiriem Verfahren wird die zweite Schicht an die erste Schicht 
gebunden durch Eintauchen eines Tragerbestandteils mit einer adsorbierten 
und vemetzten ersten Schicht in eine Losung eines hydrophilen Polymers 
der zweiten Schicht mit einer Konzentration von etwa 0,001 % bis etwa 99,9 
%, bevorzugt etwa 0,1 % bis etwa 50 %, bevorzugter etwa 1,0 % bis etwa 25 
%, und am meisten bevorzugt etwa 0,25 % bis etwa 5 %. Die Losung des 
hydrophilen Polymers beinhaltet einen geeigneten Katalysator wie organi- 
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sche Sauren oder Basen, Mineral-Sauren oder -Basen, Lewis-Sauren Oder - 
Basen, metallorganische Katalysatoren, organische und/oder anorganische 
Salze, Warme, Druck, Elektronen-Bestrahlung, Photonen-Bestrahlung, 
Plasma-Bestrahlung, Koronaentlidung oder pH, una die Bjndung der che- 
MschfunlctiondleiiT&rup . 

Geeignete hydrophile Polymere zur Verwendung bei der Ausbildung der 
- zweitea Schicht- sind. aber ohne darauf beschrankt zu sein, Polyvinylalkohol, 
Polylysin, Poly(acrylmtril-co-acrylsaure-acrylamidin), Polyacrylsaure, Poly- 
hydroxyethylm^crylat, Polyvinylpyrrolidon, Polyethylenglykol, Alginat, 
Sepharose, Mercaptosilan, Aminosilan, Hydroxylsilan, Agarose, Poly- 
ethylenimin, Polyallylamin, Polyaminoethylmethacrylat, Polyomithin, Po- 
lyaminoacrylamid, Polyacrylamid, Polyacrolein, Polyacryloxysuccinimid, 
Polysulfon, Poly(acrylnitrol-co-acrylamid) oder ihre Copolymere, entweder 
allein oder in Kombination. Polyvinylalkohol ist bevorzugt. Geeignete L6- 
suigsmittel zum Losen der hydrophilen Polymere sind, aber ohne darauf 
beschrankt zu sein, Wasser, Alkohole, Dioxan, Dimethylformamid, Tetra- 
hydrofunm und Acetonitril, etc. 

Sobald eine zweite Schicht auf der ersten Schicht ausgebildet ist. warden 
dann bioaktive Spezies an der zweiteh Schicht immobilisiert unter Verwen- 
dung milder Biokonjugations-Techniken, wie sie Fachleuten bekannt sind 
(siehe K. Mosbach, Tmmobilized F n^es and Cells. Part B, Academic 
- Press (Orlando, FL), (1987); G. T. Hermanson. A. K. Mallia, P. K. Smith, 
"Immobilized Affinity Ligand Techniques", Academic Press, San Diego. 
(1992); S. F. Karel, S B.Libicki, C. R. Robertson, "The Immobilization of 
Whole Cells: Engineering Principles", Chemical Eng. Sci.. 40: 1321 (1985); 
und M. Brinkley, "A Brief Survey Of Methods For Preparing Protein Conju- 
gates With Dyes, Haptens, and Cross-Linking Reagents", Bioconiusate 
Chem.. 3:2 (19^2), beispielsweise). Fiir die Immobilisierung bioaktiver Spe- 
zies werden milde Biokonjugations-Schemata bevorzugt, urn eine Beschadi- 
gung der Struktur des Tragerbestandteils, des polymeren grenzflachenakti- 



ven Mittels der ersten Schicht, des hydrophilen Polymers der zweiten 
Schicht und der bioaktiven Spezies auszuschliefien oder zu minimieren. 

Es wird auf Fig. 8 Bezug genommen: die chemisch funktionellen Gruppen 
der ersten Schicht sind, aber ohne darauf beschrankt zu sein, Hydroxyl- 
Gruppen, Carboxyl-Gruppen, Saureanhydrid-Gruppen, Acylhalogenid-Grup- 
pen, Alkylhalogenid-Gruppen, Aldehyd-Gruppen, Alken-Gruppen, Amid- 
Gruppen, Amin-Gruppen, Guariidih-Gruppen, Msdjimd-G^ruppen^ 
Gruppen, Sulfonat-Gruppen, Sulfonylhalogenid-Gruppen, Sulfonylester- 
Gruppen, Carbodiimid-Gruppen, Ester-Gruppen, Cyano-Gruppen, Epoxid- 
Gruppen, Prolin-Gruppen, Disulfid-Gruppen, Imidazol-Gruppen, Imid- 
Gruppen, Imin-Gruppeiv Isocyanat-Gruppen, Isothiocyanat-Gruppen, Nitro- 
Gruppen und Azid-Gruppen. Die chemisch funktionellen Gruppen der ersten 
Schicht sind in Fig. 8 als der Buchstabe "A" dargestellt. Die chemisch funk- 
tionellen Gruppen der zweiten Schicht sind, aber ohne darauf beschrankt zu 
sein, irgendeine der fiir die erste Schicht aufgelisteten Gruppen und/oder 
Hydroxyl-Gruppen, Carboxyl-Gruppen, Saureanhydrid-Gruppen, Acylhalo- 
genid-Gruppen, Alkylhalogenid-Gruppen, Aldehyd-Gruppen, Alken-Grup- 
pen, Amid-Gruppen, Amin-Gruppen, Guanidin-Gruppen, Malimid-Gruppen, 
Thiol-Gruppen, Sulfonat-Gruppen, Sulfonylhalogenid-Gruppen, Sulfonyl- 
ester-Gruppen, Carbodiimid-Gruppen, Ester-Gruppen, Cyano-Gruppen, 
Epoxid-Gruppen, Prolin-Gruppen, Disxdfid-Gmppen, Imidazol-Gruppen, 
Imid-Gruppen, Imin-Gmppen, Isocyanat-Gmppen, Isothiocyanat-Gmppen, 
Nitro-Gnippen imd Azid-Gruppen. Die chemisch funktionellen Gruppen der 
zweiten Schicht sind in Fig. 8 dxirch den Buchstaben "Z" dargestellt. 

Zusatzlich zur Schaffung von Variierbarkeit in der Anzahl und Identitat 
chemisch funktioneller Gruppen, die zur Immobilisierung bioaktiver Spezies 
verwendet werden konnen, kann die Variierbarkeit in der Anzahl und Identi- 
tat der funktionellen Gruppen der zweiten Schicht verwendet werden, um 
die Benetzbarkeit des Tragerbestandteils mit Fluiden hoher Oberflachen- 
spannung. zu erhohen. Bei einer Ausftlhrungsform wird ein poroser hydro- 
phober Tragerbestandteil nur an seiner Oberflache durch eine dtinne erste 
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und zweite Schicht modifiziert. wobei das die por5sen Hohkaume des 
Tragerbestandteils definierende Material unmodifiziert und hy^^^^ 
lassen wird. Bei einer anderen Ausfiihnmgsfonn kSimen die erste u^^ 
te Schicht auch auf dem Materid ausgebildet werden, das die inneren p^^^^ 

5 seftHoMraumedespordsenTragerbestandteiUdefmiert^^^ 

zies daiauf immobiUsiert werden. Bei dieser AusfUhrungsform kann leicht 
eine kontinuierliche Wasseiphase dutch die Poren des TrSgerbestandteUs 
eingestellt und aufiechterhalten werden, was zu einem guten Transport von 
beispielsweise Reaktionsprodukten oder Nahrstoffen durch den porosen 

lb " Tragerbestandteil fiihrt. Dunne Beschichtungen sind fUr porOse Trager- 
bestandteUe besonders bevorzugt, well diinne Beschichtungen die Potositat 
des mgerbestandteils nicht bemerkenswert verringem. Fur unmodifiziertes 
porsses PTFE mit einer nominellen Dicke von etwa 40 Mikron, einer nonn- 
nellen PorengroBe von etwa 0,2 Mikron und einer nomineUen Porosimt von 

15 etwa 70 % liegt die Permeabilitat des Materials fiir Luft in Gurley-Sekunden 

zwischen etwa 22 Sekunden und etwa 24 Sekunden. Ein gemafi der vorhe- 
genden Erfindung modifiziertes poroses PITE-Material hat einen Permeabi- 
litat filr Luft von etwa 24 Gurley-Sekunden bis etwa 26 Gurley-Sekunden. 

20 Unter manchen UmstSnden kann die Wechselwirkung eines Reaktionsmit- 

tels in Losungs-Phase mit einer inunobilisierten bioaktiven Spezies subop- 
timal sein. Beispielsweise kann sterische Hinderung zwischen der ersten 
Oder zweiten Schicht und der immobilisierten bioaktiven Spezies die Anna- 
herung des Reaktionsmittels in geloster Phase an die bioaktive Spezies be- 
25 schranken. Aufierdem kOnnen auch physikalische Masse. elektrostaUsche 

AbstoBung Oder ungeeignete Anordnung der bioaktiven Spezies zu einer 
verringerten Effizienz der immobilisierten bioaktiven Spezies beitragen. 
Folglich kann es wQnschenswert sein, eine oder mehrere zusStzliche Ver- 
- bindungen als einen "Abstandhalter" oder "Anbinder" zwischen den che- 
3 0 misch funktionellen Gruppen der ersten oder zweiten Schicht und der bioak- 

tiven Spezies anzuordnen, um den Raum zwischen der Schicht und der bio- 
aktiven Spezies zu vergroBem. Geeignete Verbinduhgen zur Verwendung 

als ein Abstandhalter sind, aber ohne darauf beschr^nkt zu sein. beispiels- 



weise Succinsaure, Diaminohexan, Glyoxylsaure, kurzkettiges Polyethylen- 
glykol und Glycin. Es versteht sich, dass die zweite Schicht selbst als ein 
Abstandhalter-Arm dienen kann, ohne die Verwendung einer separaten Ab- 
standhalter-Verbindung zu erfordem. 

Die kovalente Immobilisierung von Biospezies an Tragerbestandteilen ge- 
mafi der vorliegenden ErGndung ist im Allgemeinen nicht reversibel, d.h. 
die Biospezies y^ird nicht leicht von der. ersten pder zweiten . Schicht des 
Tragerbestandteils fteigesetzt. Abstandhalter oder Anbinder, die zur selekti- 
ven Freisetzung einer immobiiisierten Biospezies fahig sind, sind brauchbar 
bei vRezeptor/Liganden-Wechselwirkungen, molekularer Identifizierung und 
Charakterisierung voii Antikorper/Antigen-Komplexen und selektiver Rei- 
higung von Zell-Unterpopulationeh, etc. AuBerdem gewahrleistet ein sielek- 
tiv abspaltbarer Abstandhalter eine vorhersagbare und kontroUierte Freiset- 
zung von Biospezies von dem Tragerbestandteil, im Gegensatz zu der insta- 
bilen Physisorption von Biospezies, die in dem obigen Hintergrund-Ab- 
schnitt diskutiert wurde. 

Selektive Freisetzung der Biospezies wird durchgeftthrt durch Spalten der 
Abstandhalter- Verbindung unter geeigneten Reaktionsbedingungen, wozu 
beispielsweise, ohne darauf beschrankt zu sein, Photoneh-Bestrahiung, eh- 
^rmatischer Abbau, Oxidation/Reduktion oder Hydrolyse gehoren. Die se- 
lektive Abspaltimg und Freisetzung immobilisierter Biospezies kann erreicht 
werden unter Verwendung von Techniken, die Fachleuten bekannt sind (sie- 
he beispielsweise H. R. Horton & H. E. Swaisgood, "Covalent immobiliza- 
tion of proteins by techniques which permit subsequent release", Meth> En- 
zvmology, 135: 130 (1987); S. S. Wong, Chemistry of Protein Conjugation 
and Cross-Linking, CRC Press (1991); und das Churchill etal. erteilte US- 
Patent Nr. 4,745,160, das durch Bezugnahmc hierin aufgenonunen wird). 
Geeignete Verbindungen zur Verwendung als abspaitbare Anbinder oder 
abspaltbare Abstandhalter-Verbindungen sind beispielsweise, aber ohne 
darauf beschrankt zu sein, Polyhydroxysauren, Polyanhydride, Polyamino- 
sSuren, Tartrate und Cysteiniinker wie Lomant Reagens. 



Die vorliegende Erfindung ist nicht beschrSnkt auf die oben beschriebenen 
Ausfilhrungsfonnen mit einer ersten Schicht und einer zweiten Schicht. Bei 
anderen Ausfiihrungsfonnen kSnnen zusatzliche Schichten hydrophiler Po- 
lymere an -bestehende Schichten auf dem Tragerbestandteil gebundea war- 
den, uni Konstruktionen mit Vielfach-Schichten von daran gebundenem 
hydrophilem Material zu bilden. • 

Ohne die Absicht, den Umfang der vorliegenden Erfindung zu beschranken, 
veranschaulichen die folgenden Beispiele, wie die vorliegende Erfindung 
hergestellt und verwendet werden kann. 



Beispiele 



Beispiel 1 



Dieses Beispiel veranschaulicht ein Verfahren zur Herstellung einer ersten 
Schicht, die aus polymeren grenzflachenaktiven Mittchi besteht, auf einem 
Tragerbestandteil aus expandiertem Polytetrafluorethylen durch Adsorption 
und Vemetzen des polymeren grenzflachenaktiven Mittels an den AuBen- 
oberflachen eines Fihns aus expandiertem Polytetrafluorethylen sowie den 
Oberflachen, die die porosen Bereiche des Films beschrciben. Das Verfah- 
ren ist wie folgt. 

Ein ePTFE-Tragerbestandteil in der Fonn eines Films (W. L. Gore & Asso- 
ciates, Inc.) mit einer Dicke von etwa 50 \xm und einer Porositat, gemessen 
in Qu^ley-Sekunden, von etwa 22 bis 24, wurde in eine 1,5 %-ige Losung 
eines statistischen Copolymers von Tetrafluorethylen und Vinylalkohol 
(hierin im folgenden HPL-1, Japan Gore, Inc.) in Methanol (GewichtA/olu- 
men) etwa 5 Minuten lang eingetaucht. Diese Film-Konstruktion wurde 
dann etwa 5 Minuten lang in Methanol eingetaucht, um nicht adsorbiertes, 
loses Copolymer von der ePTFE-Oberfiache abzuspttlen. Der ePTFE- 
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Tragerbestandteil mit der HPL-I-Schicht wurde dann durch etwa 5- 
minutiges Eintauchen in destilliertes Wasser von Methanol freigewaschen. 

Die adsorbierte HPL- 1 -Schicht wurde in situ auf dem ePTFE-Tragerbe- 
standteil vemetzt durch etwa 5-minutiges Tauchen der Film-Konstruktion in 
eine wassrige Losung von etwa 5 % Glutaraldehyd und etwa 1 % HCl als 
Kataiysator bei etwa 70°C, um die Vinylalkohol-Gruppen der adsorbierten 
HPL-l-Copolymerketten via Acetalisierung zu vemetzen. Diese Fikn-Kon- 
struktioii wurde iri Wasser geSpult, um Uberschussigen Glutaraldehyd und 
HCl zu entfemen. Die sich ergebende Film-Kdnstruktion war ein ePTFE- 
tragerbestandteil mit einer darauf ausgebildeten ersten Schicht 

Beispiel 2 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Stabilitat der ersten Schicht der im Bei- 
spiel I beschriebehen Film-Konstruktion. Die Stabilitat einer bestimmten 
Schicht wird ausgedruckt als Hydrophilie der OberflSche der Film- 
Konstruktion. Wie oben erwahnt, ist eine hydrophile Oberflache eine Ober- 
flache, die mit Fluiden hoher Oberflachenspannving leicht benetzt wird. Um 
die Hydrophilie einer Oberflache mit einer anderen Oberflache zu verglei- 
chen, wird ein Wassertropfen auf die TestoberflSche gebracht und sein Ver- 
halten beobachtet. Weim sich der Wassertropfen auf der Oberflache des Ma- 
terials ausbreitete, um die Poren des Materials zu benetzen xmd mit Wasser 
zu fttUen und das Material transparent zu machen, wurde die Oberflache des 
Materials als hydrophil betrachtet. Wenn sich der Wassertropfen nicht auf 
der Oberflache des Materials ausbreitete oder die Poren benetzte, um sie im 
Wesentlichen voUstandig mit Wasser zu fullen, sondem sich auf der Ober- 
flache des Materials nach oben rundete, was das Material durchscheinend 
Oder opak machte, wurde die Oberflache des Materials als hydrophob be- 
trachtet. 

Um die Stabilitat der ersten Schicht der Film-Konstruktion zu testen, wur- 
den zwei Film-Konstruktionen verwendet. Eine erste Film-Konstruktion 



wurde hergestellt, wie es in Beispiel 1 beschrieben ist. Eine zweite Film- 
Konstruktion wurde ahnlich zu der Film-Konstruktion von Beispiel 1 herge- 
stellt, aber ohne den Vemetzungsschritt. Beide Konstruktionen wurden etwa 
24 Stunden lang in verschiedene am Riickfluss siedende LSsungsrnittel wie 
WasserrDimethylfoiinamid (D^^. Dimethylsulfoxi^ und Aceton 

eingetaucht Die Film-Konstruktionen wurden dann aus dem Losungsmittel 
entfemt, mit Mschem Losungsmittel gespfllt und luftgetrocknet. Die Hydro- 
philie der bestimmten OberflSche wurde dann dutch Aufbringen eines oder 
mehrerer Tropfen deionisierten Wassers auf die Oberflache getestet. Die 
zweite Fibn-Konstruktion zeigte ein signifikantes Absinken der HydrophiUe 
der Oberflaehen der Konstruktion. Die verringerte HydropWUe wurde in 
erster Linie einer Desorption des Copolymers von der Oberflache der Kon- 
struktionen und einer Copolymer-Kettenmigration an der Oberflache der 
Konstruktionen zugeschiieben. Die Fihn-Konstruktibn Vdn Beispiel 1, d.h. 
mit Vemetzung, blieb unter denselben Bedingungen hydrophil. 

Bei einem anderen Stabilitatstest wurden die erste und die zweite Film- 
Konstruktion jeweils zehnmal bei etwa 120X fiir etwa 15 Minuten unter 
Dampf im Autoklaven behandelt und dann in deionisiertes Wasser getaucht. 
Wenn die zweite Film-Konstruktion in deionisiertes Wassw- getaucht wurde, 
wurde die Konstruktion als hydrophob betrachtet. Im Gegensatz dazu wurde 
die erste Film-Konstruktion spontan bis zur Vollstandigkeit mit dem deioni- 
sierten Wasser benetzt und wurde daher als hydrophil betrachtet. Es wird 
davon ausgegangen. dass diese Ergebnisse Oberflachen-Instabilitat und Zu- 
sammenlagerung an der Oberflache der zweiten Fihn-Konstruktion anzei- 
gen, vvras zu einer Verringerung der Benetzungs-Fahigkeit fiihrt. Anderer- 
seits zeigte die erste Film-Konstniktion, bei der die erste Schicht vemetzt 
war, Stabilitat grenzflachenaktiver Mittel. 



Beispiel 3 



Dieses Beispiel veranschaulicht die Verwendung eines anderen Reagens zur 
. Vemetzung des polymeren grenzflachenaktiven Mittels yon Beispiel 1 . Das 
Verfahren ist wie folgt. 

Nach der Adsorption des grenzflachenaktiven Mittels an die Oberfl^hen 
des ePTFE-Tragerbestandteils in Beispiel 1 wurde die Film-Konstniktion 
etwa 30 Minuten iang bei etwa JS'^C in eine wMssrige LSsugn von etwa 2 % 
Polyethylenglykol-dialdehyd (3400 g/Mol, Sheanyater Polymers) mit etwa 
0,1 % HCl als Katalysator eingetaucht, um die Vinylalkohol-Gruppen der 
adsorbierten HPL-l-Copolymerketten via Acetalisiemng zu vemetzen. Die- 
se Film-Konstruktion wurde in Wasser gespiilt, um uberschussigen Poly- 
ethylenglykol-dialdehyd iind HCl zu entfemen. Die sich ergebende Film- 
Konstniktion war ein ePTFE-Tr§gerbestandteil mit einer darauf ausgebilde- 
ten ersten Schicht. 

Beispiel 4 

Dieses Beispiel veranchaulicht die Verwendung eines anderen Reagens zur 
Vemetzunjg des polymeren grenzflachenaktiven Mittels von Beispiel I. Die- 
ses Verfahren ist aus dem Abaysekara erteilten US-Patent Nr. 5,354,587 
imter Anpassving ubemommen und wird wie folgt durchgefllhrt. 

Nach der Adsorption des grenzflachenaktiven Mittels an die Oberflachen 
des ePTFE-Tragerbestandteils in Beispiel 1 wurde die Film-Konstruktion 
etwa 30 Sekunden lang in eine methanolische Losung von etwa 0,25 % Ka- 
liumhydroxid (KOH) eingetaucht, gefolgt von Lufttrocknung. Die Filin- 
Konstrukticin wurde dann etwa 5 Minuten lang in eine Aceton-L6svmg von 
etwa 10 % Polyethylenglykol-diglycidylether (400 g/Mol, Polysciences) 
eingetaucht. Die Film-Konstruktion vmrde etwa 3 Stunden lang bei etwa 
75^C im Vakuimi gehartet, um die Vinylalkohol-Gruppen der adsorbierten 
HPL-l-Copolymerketten via Epoxid-Alkoholyse zu vernetzen. Die Film- 
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Konstruktion wurde in destiUiertem Wasser gesptUt, urn iiberschiissigen 
Polyethylenglykol-diglycidylether und KOH zu entfemen. Die sich ergeben- 
de Film-Konstruktion war ein ePTFE-Tragerbestandteil mit einer darauf 
ausgebildeten ersten Schicht. 

Beispiel S 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Stabilitat der ersten Schicht der in Bei- 
spiel 4 beschriebenen Film-Konstruktion. Die Stabilitat einer bestinunten 
Schicht wird ausgedriickt als Hydrophilie der Oberflache der Film. 
Konstruktion. Wie oben angegeben. ist eine hydrophile OberflSche eine 
Oberflache, die leicht mit Fluiden hoher Oberfiachenspannung benetzt wird. 
Zum Vergleich der Hydiophilie einer Oberflache mit einer anderen Oberfla- 
che wird ein Wassertropfeh auf die TestoberflSche gegeben und sein Verbal- 
ten beobachtet Wenn sich der Wassertropfen auf der Oberflache des Mate- 
rials ausbreitete, urn die Poren des Materials zu benetzen und mit Wasser zu 
fallen und das Material transparent zu machen, wurde die Oberflache des 
Materials als hydrophil betrachtet. Wenn sich der Wassertropfen nicht auf 
der Oberflache des Materials ausbreitete oder die Poren benetzte, urn sie im 
Wesentlichen voUstandig mit Wasser zu Allien, sondem sich auf der Ober- 
flache nach oben rundete und das Material durchscheinend oder opak mach- 
te, wurde die Oberflache des Materials als hydrophob betrachtet. 

Urn die Stabilitat der ersten Schicht der Fihn-Konstruktion zU testen, wur- 
den zwei Fihn-Konstruktionen verwendet. Eine erste Film-Konstruktion 
wurde hergestellt, wie es iii Beispiel 4 beschrieben ist. Eine zweite Film- 
Konstruktion wurde ahnlich der Film-Konstruktion von Beispiel 4 herge- 
stellt, aber ohne den Vemetzungsschritt. Beide Konstruktionen wurden etwa 
24 Stunden lang in verschiedenc am Ruckfluss siedende Losungsmittel wie 
Wasser, Dimethylformamid (DMF) eingetaucht. Die Fitai-Konstruktionen 
warden dann aus dem L5sungsmittel entfemt, in frischem LOsungsmittel 
gespult und luftgetrocknet. Die Hydrophilie der bestimmten Oberflache wur- 
de dann getestet, mdem ein oder mehrere tropfen deionisierten Wassers auf 
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auf die Obeiflache aufgebracht wurden. Die zweite Film-Konstruktion zeig- 
te eine signifikante Verringerung der Hydrophilie der Oberflachen der Film- 
Konstruktion, Die verringerte Hydrophilie wurde in erster Linie einer De- 
sorption des Copolymers von der Oberflache der Konstruktionen und einer 
Copolymerketten-Wanderung an der Oberflache der Konstruktionen zuge- 
schriebeh. Die erste Film-Konstniktion, d.h. mit Vemetzung, blieb unter 
denselben Bedinguhgen hydrophil, 
■ 

Bei einem anderen Stabilitatstest wurden die erste und die zweite Film- 
Konstruktion bei etwa 120**C fiir etwa 20 Minuten xmter Dampf im Au- 
toklaven behandelt, luflgetrocknet und dann in deionisiertes Wasser einge- 
taucht. Wenn die zweite Film-Konstruktion in deionisiertes Wasser einge- 
taucixt wurde, VAirde die Film-Konstruktion als hydrophob betrachtet, Im 
Gegensatz dazu wurde die erste Film-Konstruktion spontan mit dem deioni- 
sierten Wasser bis zur Vollstandigkeit benetzt und wurde so als hydrophil 
betrachtet. Man geht davon axis, dass diese Ergebnisse Oberflachen-Insta- 
bilitat xmd Zusammenlagerung an den Oberflachen der zweiten Film- 
Konstruktion anzeigen, was zu einer Verringerung der Benetzungs-F^gkeit 
fuhrt. Andererseits zeigte die erste Film-Konstruktion Stabilitat des grenz- 
flSchenaktiven Mittels. 

Beispiel6 

Dieses Beispiel veranschaulicht ein Verfahren zur Herstellung einer ersten 
Schicht bestehend aus polymeren grenzflachenaktiven Mitteln auf einem 
Tragerbestandteil aus expandiertem Polytetrafluorethylen dxirch Adsorption 
und Vemetzen des polymeren greiizflachenaktiven Mittels an den AuBen- 
oberflachen eines Films aus expandiertem Polytetrafluorethylen sowie den 
Oberflachen, die die porSsen Bereiche des Films darstellen. Das Verfahren 
istwiefolgt, 

Ein ePTFE-Tragerbestandteii in der Form eines Films (W. L. Gore & Asso- 
ciates, Inc.) mit einer Dicke von etwa 50 ^m lind einer PorositSt, gemessen 



in Gurley-Sekunden von etwa 22 bis 24, wurde mit Isopropylalkohol vorbe- 
netzt und dann etwa 5 Minuten lang in eine L5sung von etwa 1 % Polyvi- 
nylalkohol (PVA) (Sigma) in destiUiertem Wasser (GewichtA^olumen) ein- 
getaucht. Diese Film-Konstruktion wurde dann etwa 10 Minuten lang in 
destilUertes Wasser eingetaucht, urn nicht adsorbiertes loses Copolymer von 
der ePTFE-Oberfiache abzuspillen. 

pie adsorbierte Schicht aus PVA wurde in situ auf dem ePTFE-Tragerbe- 
"standteil vemetzt, indem die Film-Konstruktion etwa 20 Minuten lang bei 
etwa 25°C in eine wassrige Losung von etwa 5 % Glutaraldehyd mit etwa 
1 % HCl als Katalysator eingetaucht wurde, um die Vinylalkohol-Gruppen 
der adsorbierten PVA-Copolymerketten via Acetalisienmg zu vemetzen. 
Diese Film-Konstruktion wurde in Wasser gespiilt, um aberschilssigen Glu- 
taraldehyd und HCl zu entfemen. Die sich ergebende Film-Konstruktion war 
ein ePTFE-TrSgerbestandteil mit einer daraiif ausgebildeten ersten Schicht. 

Beispiel? 

« ■ 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Verwendung eines andeien Reagens zur 
Vemetzung der polymeren grenzflachenakUven Mittel von Beispiel 6. Das 
Verfahren ist wie folgt. 

Nach der Adsorption des grenzflachenaktiven Mittels an den Oberflachen 
des ePTFE-Tragerbestandteils in Beispiel 6 wurde die Fihn-Konstruktion 
etwa 30 Minuten lang bei etwa 75°C in eine wassrige LSsung von etwa 2 % 
Polyethylenglykol-dialdehyd (3400 g/Mol. Shearwater Polymers) mit etwa 
6,1 % HCl als Katalysator eingetaucht, um die Virtylalkohol-Gruppen der 
adsorbierten PVA-Copolymerketten via Acetalisierung zu vemetzen. Diese 
Film-Konstruktion wurde in Wasser gespiilt, um ttberschtlssigen Polyethy- 
lenglykol-dialdehyd und HCl zu entfemen. Die sich ergebende Fihn- 
Konstruktion war ein ePTFE-Tragerbestandteil mit einer darauf ausgebilde- 
ten ersten Schicht. 



Beispiel 8 



Dieses Beispiel veranschaulicht die Verwendung eines anderen Reagens zur 
Vemet2Xing der polymeren grenzflachenaktiven Mittel von Beispiel 6. Die- 
ses Verfahren ist unter Anpassung aus dem Abaysekara erteilten US-Patent 
Nr. 5,354,587 abemommen und wird wie folgt durchgefiihrt. 

Nach der Adsorption des grenzflachenaktiven Mittels an die Oberflachen 
ides ePTF&Tragerbestandteils in Beispiel 6 wurde die Film-Konsliiikt^ 
etwa 30 Sekunden lang in eine methanolische Losung von etwa 0^5 % Ka- 
liumhydroxid (KOH) eingetaucht, gefolgt von Lufttrocknung. Die Film- 
Konstruktion wurde dann etwa 5 Miiiuten lang in eine Aceton-Losung von 
etwa 10 % Polyethylenglykol-diglycidylether (400 g/Mol, Polysciences) 
eingetaucht. Die Film-Konstruktion wurde im Vakuum bei etwa 75 etwa 
3 Stunden lang gehartet, um die Vinylalkohol-Gruppen der adsorbierten 
PVA-Copolymerketten via Epoxid-Alkoholyse zu vemetzen. Die Film- 
Konstruktion wurde in destilliertem Wasser gespiilt, um fiberschtissigen 
Polyethylenglykol-diglycidylether xmd KOH zu entfemeiu Die sich ergeben- 
de Film-Konstruktion war ein ePTFE-TrSgerbestandteil mit einer darauf 
ausgebildeten ersten Schicht. 

Beispiel 9 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Bildung und Bindimg einer zweiten 
Schicht, bestehend aus dem hydrophilen Polymer Polyvinylalkohol (PVA), 
an die auf dem ePTFE-Tragerbestandteil ausgebildete erste Schicht, wie in 
Beispiel 1 beschrieben. 

Die Film-Konstruktion von Beispiel 1 wurde etwa 5 Minuten lang bei etwa 
TS^'C in eine wSssrige Ldsimg von etwa 1,0 % Polyvinylalkohol (PVA) 
(Sigma), mit etwa 1 .% HCl als Katalysator, eingetaucht, \im eine koyalente 
Bindung von PVA an freie Aldehyd-Gruppen, die nach der Vernetzung der 
ersten Schicht ubrig blieben, zu erlauben. Nach der Bindung der zweiten 



Schicht an die erste Schicht Uber Acetal-Biiidungen wurde ttberschtissiger 
PVA von der Film-Konstniktion durch Eintauchen. der Konstruktion in 
Wasser abgesptUt. Die sich ergebende Film-Konstruktion war sofort imd 
spontanmit fliussigem Wasser benetzbar. 



Beispiel 10 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Bildung und Bindung einer zweiten 
Schicht, b^tehend aus dem hydxophilen Polymer Polyvinylalkohol (PVA), 
an die erste Schicht, die, wie in Beispiel 6 beschrieben, auf dem ePTFE- 
TrSgerbestandteil ausgebildet war. 

Die Film-Konstruktion von Beispiel 6 wurde bei etwa 25»C etwa 10 Minu- 
ten lang in eine wassrige Losuhg von etwa 1,0 % Polyvinylalkohol (PVA) 
(Sigma), mit etwa 1 % HCl als Katalysator, eingetaucht, urn eine kovalente 
Bindung von PVA an freie Aldehyd-Gruppen, die nach der Vemetzung der 
ersten Schicht tibrig geblieben waren. zu erlauben. Nach der Bindung der 
zweiten Schicht an die erste Schicht via Acetal-Bindungen wurde iiber- 
sGhtissiger PVA von der Film-Konstruktion durch Eintauchen der Konstruk- 
tion in Wasser abgespult. Die sich ergebende Film-Konstruktion war sofort 
urid spontan mit fliissigem Wasser benetzbar. 

Beispiel 11 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Bildung und Bindung einer zweiten 
Schicht, bestehend aus dem hydrophilen Polymer Polylysin, an die erste 
Schicht, die. wie in Beispiel 1, beschrieben, auf dem ePTFE-Tragerbe- 
standteil ausgebildet worden war.- 

Die Film-Konstruktion von Beispiel I wurde bei etwa 25«'C etwa 2 Stunden 
lang in eine gepufferte wassrige L6sung von etwa 0.5 % Polylysm- 
hydrobromid (100.000 g/Mol, Sigma) bei etwa pH 9 eingetaucht. urn eine 
kovalente Bindung von Polylysin an freie Oberflachen-Aldehydgruppen, die 
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wahrend der Veraetzung der ersten Schicht erzeugt worden waren, zu erlau- 
ben. Cyanoborhydrid w\irde zugegeben, um die Imin-Verknupfiing zu einem 
sekundaren Amin zu reduzieren. Nach der Bindung der zweiten Schicht an 
die erste Schicht via Imin-Bindungen wurde tiberschttssiges Polylysin durch 
Eintauchen der Film-Konstruktion in destilliertes Wasser abgewaschen. Die 
sich ergebende Film-Konstruktion war sofort und spontan wasserbenetzbar. 

Beispiel 12 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Bildung und Bindung einer zweiten 
Schicht, bestehend aus dem hydrophilen Polymer Polylysin, an die erste 
Schicht, die, wie in Beispiel 6 beschrieben, auf dem ePTFE-Tragerbe- 
standteil ausgebildet worden war. 

Diq Film-Konstruktion yon Beispiel 6 wurde bei etwa 25°C etwa 2 Stunden 
lang in eine gepufferte wassrige Losung von etwa 0,5 % Polylysin- 
hydrobromid (100.000 g/Mol, Sigma) bei etwa pH 9 eingetaucht, um eine 
kovalente Bindung von Polylysin an freie Oberflachen-Aldehydgruppen, die 
wahrend der Vemetzung der ersten Schicht gebildet wurden, zu erlauben. 
Nach der Bindxmg der zweiten Schicht an die erste Schicht via Imin- 
Bindungen woirde Uberschtissiges Polylysin durch Eintauchen der Film- 
Konstrxiktion in destilliertes Wasser abgewaschen. Cyanoborhydrid wurde' 
zugegeben, um die hnin-Bindung zu einem sekundaren Amin zu reduzieren. 
Die sich ergebende Film-Konstruktion war sofort und spontan wasserbe- 
netzbar. 

Beispiel 13 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Stabilitat der ersten und zweiten Schicht 
der in Beispiel 9 beschriebenen Film-Konstruktion. Bei dem Stabilitats-Test. 
wurde die Film-Konstruktion von Beispiel 9 etwa 2 Tage lang bei etwa 
120''C in Dimethyiformamid (DMF) extrahiert. Unter Verwendung von 
Gravimetrie wurde keine statistisch signifikante Verringerung der Masse der 
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Konstruktion beobachtet, was keine nachweisbare Desotption der ersten imd 
zweitcn Schicht von der OberflSche des Tragerbestandteils anzeigt Diese 
Film-Konstruktiori benetzte spontan \md voUstkndig mit flUssigem Wasser. 
Als ein Ergebnis wurde die Oberflache der Film-Konstruktion als stabil hy- 
drophil betrachtet. — 

Bei einem anderen StabilitMts-Test der ersten^ und zweiten Schicht der Film- 
Konstruktion von Beispiel 9 wnrde die Film-Konstruktion etwa 2 Tage lang 
bei etwa 80^C in etwa 5 %-ige HCl eingetaucht, in Wasser gespiilt xmd daxm 
luftgetrocknet, Nach dieser Behandlung blieb die Film-Konstruktion hy- 
drophiL 

Beispiel 14 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Stabilitelt der ersten und zweiten Schicht 
der in Beispiel 10 beschriebenen Film-Konstruktion. Bei dem Stabilitats- 
Test wurde die Film-Konstruktion von Beispiel 10 etwa 1 Tag lang bei etwa 
12Q^C in Dimethylformamid (DMF) extrahiert. Unter Verwendung von 
Gravimetric wurde keine statistisch signifikante Verringening der Masse der 
Konstruktion beobachtet, was keine nachweisbare Desorption der ersten und 
zweiten Schicht von der Oberflache des Tragerbestandteils anzeigt. Diese 
Film-Konstruktion benetzte spontan und voUstandig mit fliissigem Wasser. 
Als ein Ergebnis wurde die Oberflache der Film-Konstruktion als stabil hy- 
drpphil betrachtet. 

Bei einem anderen Stabilitats-Test der ersten und zweiten Schicht der Film- 
Konstruktion von Beispiel 10 wurde die Film-Konstruktion etwa 2 Tage 
lang bei etwa. SC'C in etwa 5 %-ige HCl eingetaucht, in Wasser gespult und 
dann luftgetrocknet Nach dieser Behandlung blieb die Film-Konstruktion 
hydrophil. 
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Beispiel 15 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Stabilitat der ersten und zweiten Schicht 
der in Beispiel 9 beschriebenen Film-Konstruktion. Bei dem Stabilitats-Test 
wurde die Film-Konstruktion von Beispiel 9 etwa 7 Tage lang bei etwa 
25°C in destilliertem Wasser extrahiert. Unter Verwendung von Gravimetrie 
wurde keine statistisch signifikante Verringei:ung der Masse der Konstrukti- 
oh beobachtet, was keihe nachweisbare Desorption der ersten imd zweiten 
Schicht von der Oberflache des TrSgerbestandteiis anzeigt. Diese Film- 
Konstruktion benetzte spontian und voUstSndig vcdt fliissigem Wasser. Als 
ein Ergebnis wurde die Oberflache der Film-Konstruktion als stabil hy- 
drophil betrachtet. 

Beispiel 16 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Stabilitat der ersten und zweiten Schicht 
der in Beispiel 10 beschriebenen Film-Konstruktion. Bei dem Stabilitats- 
Test wurde die Film-Konstruktion von Beispiel 10 etwa 7 Tage lang bei 
etwa 25*'C in destilliertem Wasser extrahiert, Unter Verwendung von Gra- 
vimetrie wiirde keine statistisch signifikante Verringenmg der Masse der 
Konstruktion beobachtet, was keine nachweisbare Desorption der ersten und 
zweiten Schicht von der Oberflache des Tragerbestandteils anzeigt. Diese 
Fihn-Konstruktidn benetzte spontan und vollstandig mit fltissigem Wasser. 
Als ein Ergebnis wurde die Oberflache der Film-Konstruktion als stabil hy- 
drophil betrachtet. 

Beispiel 17 

Dieses Beispiel veranschaulicht das Fehlen einer verringerten Penneabilitat 
einer Fihn-Kbnstruktion, wie sie in Beispiel 9 beschrieben ist, Zur Bewer- 
tung der Permeabilitat der Film-Konstruktion wurden zuerst rasterelektro- 
nenmikroskopische Aufhahmen der Mikrostruktur der Film-Konstruktion 
gemacht, um die erste und zweite Schicht auf den Knotcn und Fibrillen des 



ePTFE-Tragerbestandteils zu betrachten. Die Ergebnisse dieser mikrpskopi- 
schen Aufoahmen zeigteri kein sichtbares Yerstopfen von Poren oder lose 
Abscheidurig von grenzfiachenaktivem Mittel darin (siehe Fig. 5). Dies ist 
ein Hinweis, dass die Adsoqotion und Vemetzung der ersten Schicht und die 
BMdimg der zweiten Schichtsehr dtinn^ w 

Urn weiterhin 2x1 zeigen, dass mit grenzfiachenaktivem Mittel behandeltes 
ePTFE den Widerstand ge Massentransport durch Verstopfen von Poren 
nicht erhoht, wurde die PorengroBe unter Verwendung eines Coulter- 
Porometers gemessen. Eine Film-Konstruktion wurde hergesteilt, wie in 
Beispiel 9 beschrieben, und zur Herstellung eines Schiauchs spiralig urn 
einen zylindrischen Dom gewickelt. Fur die mittlere PorengroBe der Fibn- 
Schlauch-Konstruktion wurden 0,173 ± 0,006 gemessen, wShrend fUr 
die mittlere PorengroBe eines Shnlichen unbehandelten ePTFE-Schlauchs 
0,180 ± 0,001 \im gemessen wiirden. Diese Daten zeigen kein statistisch 
signifikantes Blbckieren von Poren aufgrund der ersten und zweiten Schicht 
an. 

Um weiterhin zu zeigen, dass ein ePTFE-Tragerbestandteil mit einer ersten 
und zweiten Schicht der vorliegenden Erfindung den Widerstand gegen 
Massentransport durch Verstopfen von Poren nicht erhoht, wurde die Durch- 
lassigkeit der Fihn-Konstruktion fur Glukosefluss gemessen. Um die Diirch- 
iMssigkeit der Film-Konstruktion fur Glukosefluss zu testen, wurde eine 
ePTFE-Film-Schlauch-Konstniktion hergestellt, wie vorher beschrieben. FOr 
den Glukose-Massentransport-Koeffizienten der Film-Schlauch-Konstruk- 
tion wurden 0,98 |Lim/s gemessen, wahrend fxir den Glukose-Massentrans- 
port-KoefSGzienten eines ahnlichen \mbehandelten ePTFE-Schlauchs 
0,25 |im/s gemessen wurden. Diese Daten zeigen an, dass die Diffusion von 
Glukose durch die Film-Schlauch-Konstruktion der vorliegenden Erfindung 
gr5Ber war als fur das unbehandeite Material aufgrund des Vorliegens einer 
kontinuierlicheren Wasseiphase in den Poreri, die die. Dicke des Trager- 
beSitandteils durchquerte. 



Beispiel 18 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Immobilisierung einer bioaktiven Spe- 
zies in der Form von Peptiden an einer Film-Konstruktion def vorliegenden 
Erfindung, wie in Beispiel 1 0 beschrieben. Um das Verfahren zu beginnen, 
wurde die Film-Konstruktion von Beispiel 10 etv^ 60 Minuten lang in eine 
Aceton-LOsung, die etvsra 5 % Carbonyldiiniidazol (Sigma) enthielt, einge- 
taucht, um Vinylalkohol;Gruppen in reaktive Imidazol-carbamate umzu- 
wandeln. Die Film-Konstruktion wurde in Aceton gesplllt, dann etwa 
24 Stuiiden lang bei etwa 4°C in eine gepufferte Losung von etwa 0,1 % 
Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (Sigma) bei etwa pH 9 eingetaucht, um eine Konjuga- 
tion des Feptids an die Imidazol-carbamate zu erlauben. tJberschussige Imi- 
dazoI-Gruppen wurden via Hydrolyse in Wasser bei etwa pH 7,4 fur etvs^ 24 
Stunden in Vinylalkohol-Gruppen ruckgewandelt 

Beispiel 19 

Dieses Beispiel veranschaulicht auch die Immobilisierung einer bioaktiven 
Spezies in der Form von Peptiden an einer Film-Konstruktion der vorlie- 
genden Erfindung, wie in Beispiel 9 beschrieben. Um das Verfahren zu be- 
ginnen, vvurde die Fihn-Konstruktion vom Beispiel 9 etwa 1 Stunde lang in 
eine Dimethylformamid(DMF)-L6sung, die etwa 10 % Hexamethylen- 
diisocyanat (Aldrich) mit etwa 0,5 % Dimethylaminopyridin als Katalysator 
enthielt,, eingetaucht, iun freie Isocyanat-Gruppen auf der PVA-Schicht an- 
zubringen (ProtokoU angepasst aus A. Kondoh, K. Makino, T. Matsuda, 
"Two-Dimensional Artificial Extracellular Matrix: Bioadhesive Peptide- 
Immobilized Surface Design", J. Aoplied Polvm. Sci„ 47: 1983 (1993)). Die 
Film-Konstruktion \vurde dann in wassriger IM KOH gespiilt, vim die fi:eien 
Isocyanate zu fteien Aminen zu hydrolysieren, worauf sie etwa 1 Stunde 
lang in eine DMF-Losung, die etwa 0,5 % Disuccinimidyl-suberat (Pierce) 
enthielt, eingetaucht wurde, um freie SuccinimidylrGruppen an den freien 
Aminen anzubringen. Die Film-Konstruktion wurde in DMF gespiilt, darin 
etwa 12 Stunden lang in eine gepufferte L6sung von etwa 0,1 % Gly-Arg- 



Gly-Asp-Ser (Sigma) bei etwa pH 9 eingetaucht, um eine Konjugation des 
Peptids an die freien Succinimidyl-Gruppen zu erlauben. 

Beispiel20 

Dieses Beispiel veranschaulicht auch die Immobilisierung einer bioaktiven 
Spezies in der Form von Peptiden an eine Film-Konstruktion der vorliegen- 
den Erfmdung, vvie in BeispieL9 beschrieben. Um das Verfahren zii begin- 
nen, wurde die Film-Konstruktion von Beispiel 9 etwa 15 Minuten lang bei 
etwa gO'C in eine L6sung von etwa 5 % Glyoxylsavire (Sigma) mit 1 % HCl 
als Katalysator eingetaucht, um den PVA der zweiten Schicht zu acetalisie- 
ren, wodurch freie Cajrbonsaure-Gruppen konjugiert v^mrden. Die Film- 
Konstfuktion wurde dann etwa 2 Stunden lang in eine Aceton-Ldsung von 
etwa 1 % N,N,N',N'-Tetramethyl-0-(N-succimmidyl)uromum-tetrafl\iorobo- 
rat (Fluka) mit etwa 0,25 % Dimethylaminopyridin als Katalysator ein^ 
taucht, um die Carbonsauren in reakdve Succinunidyl-Ester umzuwandeln. 
Die Film-Konstruktion wurde in Aceton gespttlt, dann etwa 24 Stunden lang 
in eine gepufiferte LSsung von etwa 0,1 % Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (Sigma) bei 
etwa pH 9 eingetaucht, um die konjugation des Peptids an die Succinimi- 
dyl-Gruppen zu erlauben. 

Beispiel 21 

Dieses Beispiel veranschaulicht auch die Immobilisierung einer bioaktiven 
Spezies in der Form von Peptiden an eine Fihn-Konsteuktion der yorliegen- 
den Erfindung, vde in Beispiel 9 beschrieben. Um das Verfahren zu begin- 
nen, wurde die Film-Konstruktion von Beispiel 9 etwa 10 Minuten lang bei 
etwa 80*0 in eine LSsung von etwa 5 % GlyoxylsSure mit etwa 1 % HCl als 
Katalysator eingetaucht, um freie Carbonsaure-Gruppen an der PVA-Schicht 
anzubringen. Die Film-Konstruktion wird etwa 1 Stunde lang bei etwa 4°C 
in eine wassrige gepufferte Losung von etwa 1 % l-Ethyl-3-(dimethylanu- 
nopropyl)carbodiimid (EDC) (Sigma) bei etwa pH 5 eingetaucht, um die 
Carbonsauren in . reaktive 0-Acylhamstoffe umzuwandeln. Die Fibm- 



Konstruktion wird in der gepufferten Lasung gespiilt, daiin etwa 24 Stunden 
lang in die gepufferte Losung mit etwa 0,1 % Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (Sigma) 
bei etwa pH 9 eingetaucht, um eine Konjugation des Peptids an die O-Acyl- 
hamstoffe zu erlauben. 

Beispiel 22 

Dieses -Beispiel veranschaulicht die Immobilisierung einer bioaktiyen Spe- 
zies in der Form von Zellen an eine Film-Konstruktion der vorliegenden 
Erfindung, wie in Beispiel 18 beschrieben, Um das Verfahren zu beginnen, 
wurde die Film-Konstruktion von Beispiel 18 mit Rattcn-Insulinoiha-Zellen 
in Zellkultur-Medium beimpft. Diese Zellen haben Rezeptoren, die den Zel- 
len hclfen, sich an bestimmte Substrate oder Liganden anzuheften. Der in 
Beispiel 18 beschriebene Ligand Gly-Arg-Gly-Asp-Ser ist allgemein dafur 
bekaimt, ah Rezeptoren an Zellen, die bei der Anhaftung der Zelle an ande- 
ren Zellen oder anderen Substraten beteiligt sind, zu binden. Bei der vorlie- 
genden Erfindung wurde der Arg-Gly-Asp-Ligand verwendet, um die Rat- 
ten-Insulinoma-2^11en an der Film-Konstruktion von Beispiel 18 zu immo- 
bilisieren. Als ein Vergleich wurden jeweils immodifiziertes ePTFE, mit 
Polyvinylalkohol als einem grenzflachenaktiven Mittel modifiziertes ePTFE 
gemali Beispiel 10, aber ohne Gly-Arg-Gly-Asp-Ser, \md Gcwebekultur- 
Polystyrol mit denselben Zellen beimpft. Wegen der Inertheit, Hydrophobie 
und dem glatten Gefuge von ePTFE hafteten Zellen nicht leicht an ePTFE, 
wenn iiberhaupt. Gewebekultur-Polystyrol wird allgemein als ein Substrat 
far eine breite Vielfalt yon Zellen in Gewebekultur verwendet. Das AusmaB 
der Zell-Anheftung wurde 12 Stimden nach der Zell-Beimpfung durch 
Sichtbarmachen der Zellen unter Phasenkontrastmikroskopie quantitativ 
bestimmt. 

Die Ergebnisse dieser Tests zeigten, dass Gewebekultur-Polystyrol das Aus- 
breiten aller beimpften Zellen nach 12 Stunden unterstiltzte, wie erwartet. 
Ahnliche Ergebnisse sah man bei der Film-Konstruktion von Beispiel 18. 
Unmodifiziertes ePTFE und PVA-modifiziertes ePTFE, hergestellt gemaB 



Beispiel 10, trugen jedoch nach 12 Stunden weniger als 5 % yerteilte Zellen. 
Diese Dateii zeigen, unter anderem, dass die Immobilisiening von Zellen an 
ePTFE durch das Immobilisieren bioaktiver Liganden, fOr die die Zellen 
Rezeptoren besitzen, an der ePTFE-Oberflache erhSht wurde. Die Daten 
zeigen auch, dass das Vorliegen einer eisten md zweiten Schicht 
Zell-ImmobiUsierung nicht verbesserte. 

Beispiel 23 

Eine Zellen-Einkapselungsvorrichtung des Typs, der von Butler et al. in WO 
95/04521 nnd in der anhangigen US-Patentanmeldung Serien-Nr. 
08/532,925, eingereicht.am 22. September 1995, mit dem Titel "Improved 
Cell Encapsulation Device", die hierin durch Bezugnahme aufgenomrnen 
wird, offenbart wdrd, wurde hergestellt unter Verwendung der Film- 
Konstruktion von Beispiel 10 als die Zellen-Einkapselungsmembran oder 
Abdeckung der Vorrichtung. Bei bevorzugten Ausfiilirungsformen der Vor- 
richtung von Butler et al. ist die Geometric im Wesentlichen zylindrisch, Ein 
wichtiges Merkmal der Vorrichtung ist ein zellenverdrSngender Kern, der 
im Zentrum der Vorrichtung angeordnet ist, um Zellen vom Zentrum der 
Vorrichtung entfemt nahe der Zell-Einkapselungsmembrari anzubringen, wo 
ein maximaler Austausch von Nahrstoffen, Gasen, Abfallstoffen und Zell- 
produkten zvvischen in der Vorrichtung eingekapselten Zellen und der aufJe- 
ren Umgebung der Vorrichtung stattfinden kann. 

Eine Fihn-Konstruktion, wie sie in Beispiel 10 beschrieben ist, wurde her- 
gestellt und spiralig auf einen zylindrischen Dora gevsdckelt, imi einen 
Schlauch oder eine Abdeckung von etwa 3 cm Lange mit einem Innen- 
durchmesser von etwa 1,7 cm herzustellen. Ein Hydrogel-Stab oder Keni, 
etwa 3 cm lang, mit einem AuBendurchmesser von etwa 1,6 cm wurde in 
den Schlauch eingefiigt. Der Schlauch wurde an einem Ende verschlossen 
durch Anbringen einer einschntirenden Silikonkautschuk-Manschette ilber 
dem Schlauch und dem Kern (siehe Fig. 8). Unter Verwendung einer Spritze 
wurde die Vorrichtung mit einer Aufschlammung von anhaftungs-unabhan- 



gigen Ratten-Irisulinoma-Zellen in Zellkultur-Medium geftlUt. Das verblei- 
bende ofFene Ende des Schlauclis wurde unter Verwendurig yon einschnu- 
renden Silikonkautschuk-Manschetten verschlossen, um ein Axistreten von 
Zellen aus dem Schlauch heraus zu verhindem. 

Als die Zellen in die Vorrichtung geladen wurden, bewirkten die erste und 
die zweite Schicht der iFilm-Konstruktion des Schlauchs ein spontanes Be- 
netzen des Schlauchs, wenn er dem Kultunaedium ausgeset^^ 
der Schlauch mit dem wassrigen Anteil des Kulturmediums benetzt wurde, 
wurde der Schlauch transparent, was ein Sichtbarwerden der darin enthalte^- 
nen Zellen erlaubte. Die Zell-Einkapselurigsvorrichtung wurde unter Ver- 
wendung von Standard-ZelUcultiir-Techniken in vitro gehalten. Die Lebens- 
f^gkeit der Zellen wurde durch Oberwachung des Glukosemetabolismus 
bewertet. Die Zellen blieben, wfihrend sie in der Vorrichtung eingeschlossen 
waren, fiir bis zu 3 Wochen lebensfahig und erzeugten Milchsaure via Gly- 
kolyse. Diese Ergebnisse zeigen die Anwesenheit einer kontinuierlichen 
Wasserphase durch die Film-Konstruktion der vorliegenden Erfindung, die 
ausreichend ist fur die Diffusion von Nahrstoffen, Gasen und AbfallstofFen, 
dass die Zellen lebensfahig bleiben. Die Ergebnisse zeigen auch, dass die 
Film-Konstruktion der vorliegenden Erfindimg fur Zellen nicht toxisch war. 

Beispiel 24 

Viele fur die Biotechnplogie brauchbare Saugetierzellen sind anhaftungs- 
abhangig. Fur eine ordnungsgemaBe Gesundheit dieser Zellen miissen die 
Zellen eine geeignete Oberflache zum darauf Anhaften urid Verteilen haben. 
Wenn die Zellen nicht mit einer geeigneten Oberflache versehen werden, 
kann ihr Stoffsvechselertrag verrihgert werden und unter extremen Unxstan- 
den kann Zelltod eintreten. Das vorliegende Beispiel veranschaulicht, dass 
eine Membran, wie sie in Beispiel 18 beschrieben ist und zu einer Anord- 
nimg gemaJJ Beispiel 23 geformt ist, auch die Lebensfahigkeit von anhaf- 
tungs-abhangigen glatten Muskelzellen aufrechterhalten kann. 



Zu Anfang wurd^n zwei Film-Schlauch-Konstruktionen hergesteilt. Eine 
erste Konstruktion wurde hergestellt, wie in Beispiel 18 beschrieben, mit 
dem Peptid-Liganden Gly-Arg-Gly-Asp-Ser. Eine zweite Konstruktion ahn- 
lich dem Beispiel 10 wurde hergestellt. Jede Filin-Konstruktion mirde nach 
der Behandlung im Autoklaveii zu einfer Zell-Eiakapselimgsvbfnch ge- 
maB Beispiel 23 geformt. Ein Hydrogel-Kem in der Form eines Stabs wurde 
in jede schlauchformige Zell-Einkapselungsvorrichtung eingesetzt. Ein Ende 
jeder VorricKtung wurdq - mit einer ^einschnurenden Silikonkautschuk-Mian- 
schette verschlossen, wie es in Beispiel 23 beschrieben ist. Jede Vorrichtung 
wurde imt einer Aufschlammung von glatten Muskelzellen von Hunden in 
Zellkulturmedium gefiillt. Das verbleibende offene Ende jeder Vorrichtung 
wurde unter Verwendung von einschnxirenden Silikonkautschuk-Manschet- 
ten verschlossen, um einen Austritt von Zellen aus der Vorrichtung zu ver- 
hindem. Die Fiim-Schlauch-Konstruktion beider Zell-Einkapselungsvorrich- 
tungen benetzte spontan, wemi sie dem KxUturmedium ausgcsetzt wurde. 
Die benetzten Film-Schlauch-Konstruktionen wurden transparent und er- 
laubten das Sichtbarwerden der in der Vorrichtung enthaltenen Zellen. Beide 
Zell-Einkapselungsvorrichtungen wurden unter Verwendung von Standard- 
Zellkultur-Techniken in vitro gehalten. 

Der morphologische Zustand der Zellen wurde durch Phasenkontrastmikro- 
skopie bewertet. In der zweitea Film-Konstruktion immobilisierte Zellen 
waren nicht auf der Oberflache der Konstruktion verteilt, wobei nach 4 Ta- 
gen in Kultur viele Zelltnimmer beobachtet vnirden. In der ersten Film- 
Konstniktion iirimobilisierte Zellen wurden an der OberflSche der Film- 
Schlauch-Konstruktion verteilt. Die Zellen blieben fiir bis zu 16 Wochen an 
der Oberflache der ersten Film-Konstruktion verteilt. Diese Daten legen 
hahe, dass flir die Immobilisierung bestimmter Zelltypen das Voriiandensein 
einer kontinuierlichen Wasserphase fiir den Transport von Nahrstoffen un- 
passend flir ihre Morphologie und Immobilisierung sein kaim. Oberflachen- 
gebundene bioaktive Liganden k6nnen flir die richtige Morphologie und 
Lebensfahigkeit von immobilisierten anhaftungs-abhangigen Zelltypen not- 
wendig sein. 



52 

Beispiel 25 

Bei der vorliegenden Erfindung konnen Abstandhalter-Arme als ein Halter 
Oder Verbinder vorgesehen werden, um einen physikalischen Raum zwi- 
schen der bioaktiven Spe2des und der zweiten Schicht zu schaffen, um steri- 
sche Beschrankxingen zvyischen diesen zwei Bestandteilen zu mildem, Eine 
Vielfalt hydrophiler und hydrpphober Abstandhalter-Aime kaim unter Ver- 
wendung von Techniken, die Fachleuten bekannt sind, an die Vielschicht- 
Struktur gebunden werden. Beispielsweise wurde die Film-Konstniktion 
von Beispiel 9 etwa 5 Minuten lang bei etwa 80**C in eine wSssrige Ldsung 
von etwa 5 % Polyethylenglykol-dialdehyd (3400 g/Mol, Shearwater Poly- 
mers) mit 1 % HCl als Katalysator eingetaucht, um freie Aldehyd-Gmppen 
an der PVA-Oberflache, gehalten von einer PEG-Kette, anzubringen. Dann 
wurden bioaktive Spezies unter Verwendung von Techniken, die Fachleuten 
bekiannt sind, an diesen freien Aldehyden immobilisiert. 

Beispiel 26 

Unter Verwendung des ProtokoUs von Beispiel 18 wurde ein Gly-Arg-Gly- 
Asp-Ser-Ligahd an der luminalen Oberflache eines ePTFE-^GeSBtransplan- 
tats (W. L. Gore & Associates, Inc., Flagstaff, AZ) immobilisiert. Nach der 
Behandlung im Autoklaven wurde das Transplantat ihit Hunde-Endothelzel- 
len beimpft. Die Zellen wurden 10 Tage lang in Kiiltur anhaften lassen. Die 
Anhaftung der Endothelzellen wurde bewertet iinter Verwendung eines 
Farbstoffs, der spezifisch ist fiir endotheliale Lipoprotein(LDL)-Vakuolen 
niederer Dichte (Biomedical Technologies). Der LDL-FarbstofF zeigte eine 
konfluierende Monoschicht funktioneller Endothelzellen, die die gesamte 
behandelte Oberflache des Gefafitransplantats bedeckten. 
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Beispiel 27 

Ein GefeBtransplantat mit einem Innendurchmesser von 6 ram^ das gemSiJ 
Beispiel 26 hergestellt worden y/at, wurde far 2 Stunden als cin Obcischen- 
kel-Kniekehlen-Arterienbypass m einen .\Wndhund .transplantieit.,Bei dem 
Experiment wurden keine gerinnungshemmenden Mittel verwendet. Am 
Ende des Zeitraums von 2 Stunden wurde das Transplantat entfemt und auf 
die Anwesenheit von.BndoAelMlen,.di.e an der luminalen Oberfiache des 
Transplantats immobilisiert waren, untersucht. Endottielzellen wurden nach 
dem 2-stQndigen Test an der luminalen Oberfiache des GefaBtransplantats 
beobachtet. Wenig oder keine Thrombus-Bildung wurde an der luminalen 
Oberfiache des Transpiaptats beobachtet. 

Beispiel 28 

Wie in Beispiel 22 gezeigt wurde, kfinnen anhaftungs-abhSngige Zelltypen 
die Anwesenheit eines oberflichengebundenen Peptidfaktors zur Immbbili- 
sienmg erfordem. Zellen wurden nicht an dem unbehandelten hydrophoben 
ePTFE-Tragerbestandteil immobilisiert, sondem wurden an das Zwei- 
schicht-PVA-System mit der darauf inunobilisierten bioaktiven Spezies 
Gly-Arg-Gly-Asp-Ser, wie in Beispiel 22, gebunden. Daher k6nnen Zellen 
in einem Muster an einem TrSgerbestandteil immobilisiert werden, indem 
man die erste Schicht, die zweite Schicht und die bioaktive Spezies an spe- 
zifischen Stellen auf dem Tragerbestandteil anbringt. 

Beispielsweise wurde eine Konstruktion von Beispiel 10 sandwichartig zwi- 
schem zwei anderen identischenMembranen angecrdnet. Ein Gummistempel 
mit einem bestimmten Muster wurde mit Isopropylalkohol benetzt. Der Iso- 
propylalkohol wurde auf das Membran-" Sandwich" aufgebracht, um alle 
ePTFE-Schichten nur mit dem Muster des Stempels zu benetzen. Das Mem- 
bran-Sandwich wurde dann gemaU dem Protokoll von Beispiel 18 behan-. 
delt, um das Peptid in der Gestalt des Musters auf dem Gummistempel zu 
konjugieren. Die zentrale Membran wurde von der Sandwich-Anordnung 
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entfemt und mit Hunde-Endothelzellen beimpft. Nach 12 Stimden waren die 
Zbllen in der Gestalt des Musters immobilisiert. Es waren keine Zellen zu 
sehen, die an dem Bereich des ePTFE-Tragerbestandteils anhafteten, wo das 
konjugierte Peptid nicht immobilisiert worden war. Die immobilisierten 
Hundezellen blieben fur mindestens 4 Wochen lebensfahig, immobilisiert 
und axif den Musterbereich des Tragerbestandteils beschrankt. Siehe bei- 
spielsweise Fig. 10. ' , ' • 

Beispiel 29 

Dieses Beispiel veranschaxilicht die vorliegende Erfindung mit . einem 
Tragerbestandteil besteUend axis einem iPolyester-Material, Ein Film aus 
Polyester (Poretics) wird zuerst in Isopropanol eingetaucht, um die Mem- 
bran zu benetzen. Dann wird der Film in eine Losung von 1 % Polyvinylal- 
kohol (PVA) (Sigma) etwa 5 Minuten lang eingetaucht, um Adsorption des. 
PVA zu erlauben. Als nachstes wird der Film etwa 10 Minuten lang in deio- 
•nisiertem Wasser gespiilt. Zuletzt wird der Film etwa 20 Minuten lang in 
eine Losung von etwa 5 % Glutaraldehyd und etwa 1 % HCI eingetaucht, 
um den PVA in situ zu vemetzen. Die sich ergebende Film-Konstniktion ist 
ein Polyester-Tragerbestandteil mit einer darauf ausgebildeten ersten 
Schicht. 

Beispiel 30 

Dieses Beispiel veraiischaulicht die vorliegende Erfindung mit einem 
Tragerbestandteil bestehend aus einem Polycarbonat-Material. Ein Film aus 
Polycarbonat (Poretics) wird zuerst in Isopropanol eingetaucht, um die 
Membran zu benetzen. Dann wird der Film etwa 5 Minuten lang in eine 
Ldsung von 1 % Polyvinylalkohol (PVA) (Sigma) eingetaucht, um die Ad- 
sorption des PVA zu erlauben. Als nachstes wird der Film etwa 10 Minuten 
lang in deionisiertem Wasser gespiilt. Zuletzt wird der Film etwa 20 Minu- 
ten lang in eine Losung von etwa 5 % Glutaraldehyd imd etwa 1 % HCI ein- 
getaucht, um den PVA in situ zu vemetzen. Die sich ergebende Film- 
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Konstruktion ist ein Polycarbonat-Tragerbestandteil mit einer darauf a\isge- 
bildeten ersten Schicht 

i3eispiei31 

Dieses Beispiel veranschaulicht die vorliegende Erfindung mit einem 
TrSgerbestandteil bestehend aus einem Polyethylen-Material. Ein Fibn aus 
Polyethylen (Whatman), wird zuerst in Isopropanol eingetaucht, um die 
Membran zu benetzen. Dann wird der Film etwa 5 Miniiten lang in eine 
Losung von 1 % Polyvinylalkohol (PVA) (Sigma) eingetaucht, um die Ad- 
sorption des PVA zu erlauben. Als nachstes wird der Fihn etwa 10 Minuten 
lang in deionisiertem W^ser gespiilt. Zuletzt wird der Film etwa 20 Minu- 
ten lang in eine Losxmg von etwa 5 % Giutaraldehyd und etwa 1 % HCl ein- 
getaucht, um den PVA in situ zu vemetzen. Die sich ergebende Film- 
Konstruktion ist ein Polyethylen-Tragerbestandteil mit einer darauf ausge- 
bildeten ersten Schicht. 

Beispiel 32 

Dieses Beispiel veranschaulicht die vorliegende Erfindung mit einem 
Tragerbestandteil bestehend aus einem Polyvinylidenfluorid-Material. Ein 
Film aus Polyvinylidenfluorid (Millipore) wird zuerst in Isopropanol einge- 
taucht, um die Membran zu benetzen. Der Film wird dann etwa 5 Minuten 
lang in eine Losung von 1 % Polyvinylalkohol (PVA) (Sigma) eingetaucht, 
um die Adsorption des PVA zu erlauben. Als nachstes wird der Fikn etwa 
10 Minuten lang in deionisiertem Wasser gespUlt, Zuletzt wird der Film 
etwa 20 Minuten lang in eine L5sung von etwa 5 % Giutaraldehyd und etwa 
1 % HCl eingetaucht, um den PVA in situ zu verhetzen. Die sich ergebende 
Film-Konstruktioii ist ein Polyvinylidenfluorid-Tr^erbestandteil mit einer 
darauf ausgebildeten ersten Schicht 
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Dieses Beispiel veranschaulicht die vorliegende Erfindung mit einem 
Tragerbestandteil bestehend aus Silbermetall. Eine Membran aus Silberme- 
tall (Poretics) wird zuerst in Isopropanol eingetaucht, um das Metall zu be- 
netzen. Das Metall wird dann etwa 5 Minuten lang in eine Losung von 1 % 
Polyvinylalkohol (PVA) (Sigma) eingetaucht, um die Adsorption des PVA 
zu erlauben. AIs nSchstes wird das Metall etwa 10 Minuten lang in deioni- 
siertem Wasser gesptilt: Zuletzt wird das Metall etwa 20 Minuten lang in 
eine Losung von etwa 5. % Glutaraldehyd und etwa 1 % HCl eingetaucht, 
um den PVA in situ zu vemetzen. Die sich ergebende Film-Konstruktion ist 
ein Silbermetall-Tragerbestandteil mit einer darauf aiisgebildeten ersten 
Schicht. 

Beispiel 34 

Dieses Beispiel veranschaulicht die vorliegende Erfindung mit einem 
Tragerbestandteil bestehend aus einem Zelluloseacetat-Material. Ein Film 
aus Zelluloseacetat (Millipore) wird zuerst in Isopropanol eingetaucht, tim 
die Membran zu benetzeh. Der Film wird dann etwa 5 Minuten lang in eine 
L6sung von 1 % Polyvinylalkohol (PVA) (Sigma) eingetaucht, um die Ad- 
sorption des PVA zu erlauben. AIs nachstes wird der Film etwa 10 Minuten 
lang in deionisiertem Wasser gespUlt. Zuletzt wird der Fihn etwa 20 Minu- 
ten lang in eine LSsvmg von etvva 5 % Glutaraldehyd und etwa 1 % HCI ein- 
getaucht, xmi den PVA in situ zu vemetzen. Die sich ergebende Film- 
Konstruktion ist ein Zelluloseacetat-Tragerbestandteil mit einer darauf aus- 
gebildeten ersten Schicht. 

Beispiel 35 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Immobilisierung einer bioaktiven Spe- 
zies in der Form von Peptiden an einer Fihn-Konstruktion der vorliegenden 
Erfindung, wie in Beispiel 30 beschrieben. Der Film von Beispiel 30 wird 



zusatzlich gemSB Beispiel 10 behandelt, um eine zweite Schicht darauf an- 
zubringen. Der Film Mrird daim mit dem bioaktiven Peptid Gly-Arg-Gly- 
Asp-Ser gemSB Beispiel .18 iimnobilisiert. Die sich ergebende Film- 
Konstruktion ist eiri Polycaxbonat-Tragerbestandteil mit der daran^immobili- 
sierten bioaktiven SpeziesGly-Arg=Gly-Asp-Ser, 

Beispiel 36 - 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Immobilisierung einer bioaktiven Spe- 
zies in der Forai von Peptiden an einer Film-Konstruktion der vorliegenden 
Erfindung, wie in Beispiel 31 beschrieben. Der Fibn von Beispiel 31 wird 
zusatzlich gemaB Beispiel 10 behandelt, vim eine zwefte Schicht darauf an- 
zubriiigen. Der Fihn wird dann gemaB Beispiel 18 mit dem bioaktiven Pep- 
tid Gly-Arg-Giy-Asp-Ser immobilisiert. Die sich ergebende Film-Kon- 
struktion ist ein Pqlyethylen-Tragerbestandteil mit der daran immobilisierten 
bioaktivOT Spezies Gly-Arg-Gly-Asp-Ser. 

Beispiel 37 

Dieses Beispiel veranschaulicht die hnmobilisierung einer bioaktiven Spe- 
zies in der Form von Peptiden an einer Film-Konstruktion der vorliegenden 
Erfindung, wie in Beispiel 32 beschrieben, Der Film von Beispiel 32 wird 
zusatzlich geniaB Beispiel 10 behandelt, tmi eine zweite Schicht daranf an- 
zubringen. Der Film wu-d dann gemaB Beispiel 18 mit dem bioaktiven Pep- 
tid Gly-Arg-Gly-Asp-Ser immobilisiert. Die sich ergebende Fihn-Kon- 
struktion ist ein Polyvinylidenfluorid-Tragerbestandteil mit der daran im- 
mobilisierten bioaktiven Spezies Gly-Arg-Gly-Asp-Ser. 

Beispiel 38 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Immobilisierung einer bioaktiven Spe- 
zies in der Form von Peptiden an einer Film-Konstruktion der vorUegenden 
Erfindung, wie in Beispiel 33 beschrieben. Der Film von Beispiel 33 wird 



58 



zusatzlich gemaC Beispiel 10 behandelt, um eine zweite Schicht darauf an- 
zubringen. Der Film wird dann gemafi Beispiel 18 mit dem bioaktiven Pep- 
tid Gly-Arg-Gly-Asp-Ser immobilisiert. Die sich ergebende Film-Kon- 
stniktion ist ein Silbermetall-Tragerbestandteil mit der daran immobilisier- 
ten bioaktiven Spezies Gly-Arg-Gly-=Asp-Ser. 

Beispiel 39 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Immobilisierung einer bioaktiven Spe- 
zies in der Form von Peptiden an einer Fihn-Konstruktion der vbrliegeiiden 
Erfindung, wie in Beispiel 34 beschrieben. Der Film von Beispiel 34 wird 
zusatzlich gemaB Beispiel 10 behandelt, um eine zweite Schicht darauf an- 
zubringen. Der Film wird dann gem^ Beispiel 18 mit dem bioaktiven Pepr 
tid Gly-Arg-Gly-Asp-Ser immobilisiert. Die sich ergebende Film-Kon- 
struktion ist eiri Zelluloseacetat-Tragerbestandteil mit der daran immobili- 
sierten bioaktiven Spezies Gly-Arg-Gly-Asp-Ser. 

Beispiel 40 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Immobilisierung einer bioaktiven Spe- 
zies in der Form von Zellen an eine Film-Konstruktion der vorliegenden 
Erfindung, wie in Beispiel 36 beschrieben- Die Membran von Beispiel 36 
wird gemaB Beispiel 22 mit Zellen beimpft. Die erwarteten Ergebnisse zei- 
gen, dass die Film-Konstruktion von Beispiel 36 die Immobilisierung von 
Zellen unterstutzt, wahrend die unmodifizierten Polypropylen-Filme nicht in 
der Lage sind, die Immobilisierung von Zellen zu unterstutzen, 

Beispiel 41 

Dieses Beispiel veranschaulicht die vorliegende Erfindung mit einem 
Tragerbestandteil, der aus einer mit expandiertem Polytetrafluorethylen 
(ePTFE) bedeckten endolimiinalen GefaBprothese in Form eines Verbund- 
materials besteht. Zur Herstellung des Verbxmdmaterials wird eine endolu- 



minale GefaBprothese aus Nitinoldraht mit einem ePTFE-Schlauch bedeckt. 
Nach der Herstellxmg wird die Verbundmaterisd-Vorrichtung in Isopropylal- 
kohol eingetaucht, urn das ePTFE zu benetzen. Dem folgt ein Eintauchen in 
eine LSsnng von etwa 1 % Polyvinylalkohol (PVA) (Sigma) in destillieitem 
Wasser (GewichtA/^olumen) fvir etwa 5 Minuten, gefolgt yon Wascheii in . 
destilliertem Wasser flir etwa 10 Minutea, um nicht adsorbiertes loses Co- 
polymer zu entfemen. Der adsorbierte PVA .wird gemaS dem in Beispiel 6 
beschriebenen vemetzt, um eine erste Schicht auf dem ePTFE-Tragerbe- 
standteil des Verbundmaterials der GefaBprothese auszubilden. Dann wird 
unter Verwendung des in Beispiel 12 veranschaulichten Vorgehens eine 
zweite Schicht auf die erste Schicht aufgebracht Die nun an dem ePTFE- 
TrSgerbestandteil immobilisierten Amin-Gruppen werden via Aldehyd- 
Vemetzung an eine gewunschte bioaktive Spezies gebunden. £)ie sich erge- 
bende Konstruktion ist eine an die erste Schicht gebundene zweite Schicht 
iiiit einer daraiif iinmobilisierten bioaktiven Spezies. 

Beispiel 42 

Dieses Beispiel beschreibt ein Verfahren zum Nachweis des Vemetzungs- 
grades des PVA. Fourier Transform Infirarotspektroskopie- wird zum Nach- 
weis der freien Hydroxylgruppen vor und nach der Vernetzung verwendet. 
Eine Verschiebung in der Position des Hydroxylgmppen(OH)-Peaks von 
naherungsweise 3349 cm'^* zu nSherungsweise 3383 cm'* unter einer Verrin- 
gerung der Peak-Hohe ist proportional zum Vemetzungsgrad. Eine Verrin- 
gerung in der H6he des Peaks von etwa 50 % und eine Verschiebung von 
nSherugnsweise 3349 cm'' zu naherungsweise 3383 cm"' , wenn etwa 50 % 
der Hydroxylgruppen des PVA vemetzt sind. 

Beispiel 43 

Dieses Beispiel veranschaulicht ein Verfahren zum Nachweis auBerordentli- 
cher Vemetzimg der ersten Schicht, bestehend aus Polyvinylalkohol (PVA), 
bei einem Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Bei dem Verfahren wur- 



de ein erster Gegenstand gemafi Beispiel 6 hergestellt. Ein zweiter Gegen- 
stand wurde ebenf alls hergestellt, wobei cine Glutaraldehyd/HCl-Exposition 
von nur 5 Minuten verwendet wurde, Beide Gegenstande wxirden deimpfste- 
rilisiert und unter Verwendung von FUR untersucht. Der gemafi Beispiel 6 
hergcstellte Gegenstand offenbarte einen breiten Peak bei etwa 1690 cm"^ 
und einem scharfen Peak bei etwa 1590 cm*'. Man geht davdn aus, dass die- 
se Peaks fur auf der ersten Schicht vorhaadene uberschtissige Aldehyd- 
Gruppen und ihre partiellen Hydrolyse-Produkte aus der DampfrExposition 
stehen. Der Gegenstand, der 5 Minuten Tang Glutaraldehyd/HCraiisgesetzt 
war, zeigte einen kleinen Peak bei etwa 1690 cm"' und keinen Peak bei etwa 
1590 cm*^ Diese Ergebnisse zeigen, dass die PVA-Schicht des zweiten Ge- 
genstahds in einem geringeren Ausmafi als die PVA-Schicht des ersten Ge- 
genstands vemetzt war. Dementsprecheiid ist eine Erhohung der Peak-Fla- 
. chen bei etwa 1690 cm'^ und 1590 cm"^ ein Anzeichen fur das Ausmafl der 
Vemetzung der ersten Schicht eines Gegenstahds der vorliegenden Erfin- 
dung. 

Beispiel 44 

Dieses Beispiel veranschaulicht ein Verfahren zum Nachweis der Anwesen- 
heit einer an eine erste Schicht aus PVA gebimdenen zweiten Schicht aus 
PVA bei einem Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Bei dem Verfahren 
wurde ein gemaB Beispiel 10 hergestellter Gegenstand dampfsterilisiert und 
unter Verwendung von FTIR untersucht. Bei der FTIR- Analyse waren starke 
Peaks bei etwa 2950 cm'^ und etwa 3350 cm'* zu sehen. Diese Peaks stehen 
fiir Signale yon dem Kohlenwasserstoff-Ruckgrat bzw. den Hydroxylgrup- 
pen des PVA der ersten und zweiten Schicht. Pesiks bei 1590 cm"^ und 
1690 cm'^ waren nicht zu sehen. Das Fehlen von Peaks bei 1590 cm"' und 
1690 cm"' ist ein Hinweis, dass im Wesentlichen alle Aldehyd-Gruppen des 
Vemetzungsmittels wahrend der Bindimg der zweiten Schicht an die erste 
Schicht verbraucht warden. Dementsprechend ist das Verhalthis der Peak- 
flache bei etwa 2950 cm ' zu der Peakflache bei etwa 1590 cm'^ .ein Hinweis 
auf das AusmaB, in dem uberschussige unumgesetzte Aldehyd-Gruppen 



nach der Biridung einer zweiten Schicht an eine erste Schicht bei der vprlie- 
genden Erfihdung anwesend sind. 

Beispiel4S 

Dieses Beispiel veranschaulicht ein Verfahren zum Nachweis der Anwesen- 
heit einer an eine erste Schicht aus PVA gebundenen zweiten Schicht, be- 
stehend aus Poly(Iysin). Bei dem Verfahren wurde ein gemafi Beispiel 12 
hergestellter Gegenstand dampfsterilisiert und unter Verwendung von FTIR 
untersucht Bei FTIR-Analyse war ein starker Peak bei etwa 2950 cm"' zu 
sehen. Dieser Peak steht fUr ein Signal des Kohlenwasserstoff-Riickgrats 
von PVA der ersten Schicht. Bin Peak bei etwa 1590 cm*' wurde nicht beo- 
bachtet. Das Fehlen eines Peaks bei 1590 cm * ist ein Hinweis darauf, dass 
im Weseiitlichen alle Aldehyd-Ckuppen des Vemetzungsmittels der ersten 
Schicht wahrend dw Bindung der zweiten Schicht an die erste Schicht ver- 
braucht wurden. Es wurde ein Peak bei etwa 1650 cm'' beobachtet. Dieser 
Peak steht fur ein Signal von den Amid-Gruppen der Poly(lysin)-Baueinhei- 
ten der zweiten Schicht. Wie in Beispiel 44 ist das Verhaltnis der Peak- 
Flache bei etwa 2950 cm ' zu der Peak-iFIache bei etwa 1590 cm'' ein Hin- 
weis fur das AusmaB, in dem tiberschtissige, xmumgesetzte Aldehyd- 
Gruppeh nach der Bindung einer zweiten Schicht an eine erste Schicht bei 
der vorliegenden Erfindung anwesend sind. 

Beispiel 46 

Dieses Beispiel veranschavdicht die Immobilisierung von Lysin an eine 
zweite Schicht, die aus PVA besteht, dergestalt, dass die Lysin-Molekiile 
iiber die a-Amin-Gruppe des Molekiils immobilisiert werden, wahrend die 
e-Amin-Gruppe der Lysin-Molekiile unumgesetzt bleibt. Dieses Verfahren 
beruht aufBoc-Schutz der e-Amin-Gmppe der Lysin-Molekiile. 



Eine Kpnstruktion der vorliegenden Erfindung mit einer zweiten Schicht 
gemafi Beispiel 10 wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige L5sung von Car- 
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bonyldiimidazol, gelost in wasserfreiem Aceton eingetaucht. Die Konstruk- 
tion wird nacheinander in Aceton, dann in wassrigem Puffer (150 mM 
NaHCOs, 500 mM NaCl, pH 8,0, 4^C) gespult. N-e-BocTL-Lysin (Bachem 
California, Torrance CA) wird in dera Kopplungspuffer in einer Konzentra- 
tion von 10 rag/nil gelost. Die Anordnung wird 24 Stunden lang bei 4^C . 
unterleichter Bewegung in diese Losiing eingetaucht 

Die konstruktion wird nacheinander in Kopplungspuffer, deionisiertem 
Wasser imd Tetrahydrofuran gespttlt. Die Konstruktion wird dahii 60 Minu- 
ten lang in eine Losung von 10 % Trifluoressigsaure, gelost in Tetrahydrofu- 
ran, eingetaucht. Dem folgt nacheinander Spiilen in Tetrahydrofiiran, deioiii- 
siertem ^Wasser und Kopplungspuffer. Der sich ergebende Gegenstand ent- 
halt ausschliefilich uber das a-Amin-Ende an der zweiten Schicht .inunobili- 
siertes Lysin, \yobei die e-Amin-Gruppe des Lysins unumgesetzt oder frei 
bleibt. 

Beispiel47 

Dieses Beispiel veranschaulicht eine andere Immobilisierung von Lysin an 
eine zweite Schicht, bestehend aus PVA, dergestalt, dass die Lysin-Molekii- 
le tiber die a-Amin-Gruppe des Molektils immobilisiert werden, wShrend 
die e-Amin-Gruppe der Lysin-Molekiile unumgesetzt bleiben. Dieses Ver^ 
fahren beruht auf Boc-Scliutz der e-Amin-Gruppe der Lysin-MolekuleJ 

Eine Konstruktion der vorliegenden Erfindung mit einer zweiten Schicht 
gemaC Beispiel 10 wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige Losung von Car- 
bonyldiimidazol, gelost in wasserfreiem Dimethylformamid, eingetaucht. 
Die Konstruktion wird in Dimethylformamid gespult. N-e-Boc-L-Lysin (Ba- 
chem California, Torrance CA) wird in Dimethylformanwd in einer Konzen- 
tratipn von 10 mg/ml gelSst. Die Konstruktion wird unter leichter Bewegung 
24 Stimden lang bei ^^'C in diese Losung eingetaucht Die Konstruktion 
wird dann in Dimethylformamid gespillt. Als nachstes wird die Probe 60 
Minuten lang in eine L5sung von 10 % Trifluoressigsaure, gelost in Di- 



methylfonnamid, eingetaucht, gefolgt von aufeiriander folgendem Spiilen in 
Dimethylfonnaniid, deionisiertem Wasser und phosphatgepufferter Koch- 
salzl5smg. Der sich ergebende Gegenstand enthalt Lysin, das ausschliefllich 
tiber das a-Amin-Ende an der zweiten Schicht immobilisiert ist, wobei die 
e^AjninrGmppedesLysinsunumgese _ _ 

Beispiel 48 

Dieses Beispiel veranschaulicht eine andere Immobilisierung von Lysin an 
eine zweite Schicht, bestehend aus PVA, dergestalt, dass die Lysin-Molekii- 
le ttber die a-Amin-Gruppe des Molektils immobiiisiert werden, wahrend 
die e-Amin-Gruppe det Lysin-Molekule iiniimgesetzt bleiben. Dieses Ver- 
fahren beniht auf FMOC-Schutz der s-Amin-Grappe der Lysin-MolekOlc. 

Eine Konstruktion der vorliegenden Erfindung mit einer 2weiten Schicht 
gemafi Beispiel 10 wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige Losung von Car- 
bonyldiimidazol, gel5st in wasserfreiem Aceton, eingetaucht. Die Konstruk- 
tion wird nacheinander in Aceton, dann wassrigem Puffer (150 nxM 
NaHC03, 500 mM NaCI, pH 8,0, 4^G) gespult N-e-FMOC-L-Lysin (Ba- 
chem California, Torrance CA) wird in dem Kopplungspuffer m einer Kon- 
zentration von 10 mg/ml gelost. Die Anordnung wird 24 Stunden lang bei 
4*^0 unter leichter Bewegung in diese LSsung eingetaucht 

Die Konstruktion wird nacheinander in Kopplungspuffer, deionisiertem 
Wasser und Tetrahydrofuran gespalt. Die Konstruktion wird dann 60 Minu- 
ten lang in eine L6sung von 10 % Piperidin, gelost in Tetrahydrofuran, ein- 
getaucht. Dem folgt aufeinander folgendes Spulen in Tetrahydrofuran, deio- 
nisiertem Wasser und Kopplungspuffer Der sich ergebende Gegenstand 
enthalt Lysin, das ausschliefilich uber das a-Amin-Ende an der zweiten 
Schicht immobilisiert ist, wobei die e-Amin-Gruppe des Lysins imumgesetzt 
oder frei bleibt. 
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Beispiel49 

Dieses Beispiel veranschaulicht eine andere Immobilisierung von Lysin an 
eine zweite Schicht, bestehend aus PVA, dergestalt, dass die Lysin-Molekfl- 
le iiber die a-Amin-Grappe des Molekuls immobilisiert warden, wahrend 
die 8-Amin-Gruppe der Lysifi-Molekiile unumgesetzt bleibt. Dieses Verfah- 
ren beniht auf FMOC-Schutz der e-Amin-Gruppe der Lysin-Molekttle. 

Eine KoristniHio Eifiridung mit eiher 2weiten Schicht 

gemaB Beispiel 10 wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige Ldsnng von Car- 
bonyldiimidazol, gelost in wasserfreiem Dimethylformamid, eingetaucht 
Die Konstruktion wird in Dimethylformamid gesptilt. N-e-FMOC-L-Lysin 
(Bachem California, Torrance CA) wird in Dimethylformamid in einer Kon- 
zentratibn yon 10 mg/ml geldst. Die Konstruktion Avird unter leichter Bewe- 
gung 24 Stunden lang bei A'^C in diese Losung eingetaucht. Die Konstrukti- 
on wird dann in Dimethylformamid gespiilt. Als nSchstes wird die Probe 60 
Nfinuten lang in eine Losung vdn 10 % Trifluoressigsaure, gel5st in Di- 
methylformamid, eingetaucht, gefolgt von aufeinander folgiendem Spiilen in. 
Dimethylfonnamid, deionisiertem Wasser \md phosphatjgepufferter Koch- 
salzlosung, Der sich ergebende Gegenstand enthalt Lysin, das ausschlieBlich 
iiber das a-Amin-Ende an der zweiten Schicht immobilisiert ist, wobei die 
8- Amin-Gruppe des Lysins unumgesetzt oder frei bleibt. 

Beispiel 50 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Immobilisierung von Lysin an eine 
zweite Schicht, bestehend aus Poly(ethylenimin), dergestalt, dass die Lysin- 
MolekUle Uber die a-Amin-Gruppe des Molekttls immobilisiert werderi, 
w^end die e-Amin-Gruppe der Lysin-Molekiile \mumgesetzt bleibt. Dieses 
Verfahren beruht auf Boc-Schutz der e-Amin-Gruppe der Lysin-MolekiUe. 

Eine Konstruktion der vorliegenden Erfindung mit eincr zweiten Schicht, 
bestehend aus Poly(ethylenimin), wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige L6- 



sung von Carbonyldiimidazol, gel5st in wasserfreiem Aceton, eingetaucht. 
Die Konstruktion wird nacheiniander in Aceton, dann wassrigem Puffer (150 
mM NaHCOj, 500 mM NaCl, pH 8,0, 4^C) gespult. N-e^Boc-L-Lysin 
(Bachem California, Torrance CA) wird in dem Kopplxingspuffer in einer 
Konzentration von l O -mg/mi gelost. Die, Anordnung wird 24 Stunden laiig 
bei unter leichter Bewegung in diese Losung eingetaucht. 

Die Konstruktion wird nacheinander in Kopplungspuffer, deionisiertem 
Wasser und Tetrahydxofiiran gespult. Die Konstruktion wird dann 60 Minu- 
ten lang in eine Losung von 10.% TrijQuoressigsaure, gelost in Tetrahydrofu- 
ran, eingetaucht. Dem folgt aufeinander folgendes Spiilen in Tetrahydrofu- 
ran, deionisiertem Wasser und Kopplungspuffer. Der sich ergebende Gegen- 
stand enthalt Lysin, das'ausschlieBlich ttber das a-Amin-Ende an der zwei- 
tcn Schicht immobilisiert ist, wbbei die s-Amin-Gruppe des Lysins unumge- 
setzt oder frei bleibt, 

Beispiel 51 

Dieses Beispiel veranschaulicht eine andere Immobilisierung von Lysin an 
eine zweite Schicht, bestehend aus Poly(ethylenimin), dergestalt, dass die 
Lysin-Molekule tiber die a-Amin-Gruppe des MolekUls inunobilisiert wer- 
den, wahrend die e-Amin-Gruppe der Lysin-MolekQle unumgesetzt bleibt. 
Dieses Verfahren beruht auf Boc-Schutz der e-Amiri-Gruppe der Lysin- 
Moiekule. 

Eine Konstruktion der vorliegenden Erfmdung mit einer zweiten Schicht, 
bestehend aus Poly(ethylenimin), wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige Lo- 
sung von Carbonyldiimidazol, gelost in wasserfreiem Dimethylformamid, 
eingetaucht. Die Konstruktion wird in Dimethylformamid gespult. N-e-Boc- 
L-Lysin (Bachem California, Torrance CA) wird in Dimethylformamid in 
einer Konzentration von 10 mg/ml gelost. Die Konstruktion wird unter 
leichter Bewegung 24 Stundeii lang bei^ 4^C in diese Losung eingetaucht. 
Die Konstruktion wird dann in Dimethylformamid gespiilt. Als nachstes 



wird die Probe 60 Minuten lang in eine Losung von 10 % Trifluoressigsau- 
re, gelost in Dimethylformamid, eingetaucht, gefolgt von aufeinander fol- 
gendem Spulen in Dimethylformamid, deionisiertem Wasser und phosphat- 
gepuflferter Kochsaizlosting. Der sich ergebende Gegenst^d enthalt Lysin, 
das ausschliefilich tiber das a-Amin-Ende an der zweiten Schicht immobili- 
siert ist, wobei die c-Amin-Gruppe des Lysins unumgesetzt oder frei bleibt. 

Beispiel 52 

Dieses Beispiel veranscha\ilicht eine andere Immobilisierung von Lysin an 
eirie zweite Schicht, bestehend aus Poly(ethylenimin), dergestalt, dass die' 

Lysin-Molekiile uber die a-Arnin-Gruppe des Molektils immobilisiert wer- 

* ... . 

den, Wahrend die e-Amin-Gruppe der Lysin-MoIekiile unumgesetzt bleibt. 
Dieses Verfahren beruht auf FMOC-Schutz der e-Amin-Gruppe der Lysin- 
Molektlle.. 

Eine Konstruktion der vorliegenden Erfindung mit einer zweiten Schicht, 
bestehend aiis Poly(ethyleniraih), wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige L5- 
surig von Carbonyldiimidazol, gelOst in wasserfreiem Aceton, eingetaucht. 
Die Konstruktion wird nacheinander in Aceton, dann wassrigem Puffer (150 
mM NaHCOs, 500 mM NaCl, pH 8,0, 4^C) gespult. N-s-FMOC-L-Lysin 
(Bachem California, Torrance CA) wird in dem Kopplungspufifer in einer 
Konzentration von 10 mg/ml gelost. Die Anordnung wird 24 S.tunden lang 
bei 4°C unter leichter Bewegung in diese Losung eingetaucht. 

Die Konstruktion wird nacheinander in Kopplungspuffer, deionisiertem 
Wasser und Tetrahydrofuran gespult. Die Konstruktion v^rd dann 60 Minu- 
ten lang in eine L6sung von 10 % Piperidin, gelost in Tetrahydrofuran, ein- 
^getaucht. Dem folgt aufeinander folgendes Spulen in Tetrahydrofiaran, deio- 
nisiertem Wasser und Kopplungspuffer. Der sich ergebende Gegenstand 
enthSlt Lysin, das ausschlieBlich uber das a-Amin-Ende an der zweiten 
Schicht immobilisiert ist, wobei die e-Amin-Gruppe des Lysins unumgesetzt 
Oder frei bleibt 



Beispiel 53 



Dieses Beispiel veranschaulieht eine andere Immobilisiening von Lysin an 
eine zweite Schicht, bestehend aus PolyCethyleniniin), dergestalt, dass die 
Lysin-Molekiile iiber die a-Amin-Gruppe des Molekuls inunobilisiert wer- 
den, wahrend die e-Amin-Gruppe der Lysin-Molekiile unumgesetzt bleibt. 
Dieses Verfahren beruht auf FMOC-Schutz der e-Amin-Grappe der Lysin- 
Molekale. 

Eine Konstruktion der voriiegenden Erfindung mit einer zweiten Schichf, 
bestehend aus l?oly(ethyleniniin), wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige LO- 
sung von Carbonyldiimidazpl, gelSst in wasserfteieni Dimethylformamid, 
eingetaucht Die Konstruktion wird in Dimethylformamid gespult N-s- 
FMOC-L-Lysin (Bachem California, Torrance CA) v^rd in Dimethylfor- 
mamid in einer Konzentration von 10 mg/ml gelost. Die Konstruktion wird 
unter leichter Bewegxing 24 Stunden lang bei 4°C in diese LSsxmg einge- 
taucht. Die Konstruktion wird dann in Dimethylformamid gespiilt. Als nach- 
stes wird die Probe 60 Minuten lang in eine LQsimg von 10 % Trifluoressig- 
saure, gelost in Dimethylfomiamid, eingetaucht, gefolgt von aufeinander 
folgendem Spiilen in Dimethylfomiamid, deionisiertem Wasser \md phos- 
phatgepuflferter KochsalzlSsung. Der sich ergebende Gegenstand enthalt 
Lysin, das ausschlielllich uber das a-Amin-Ende an der zweiten Schicht 
inunobilisiert ist, wobei die 8-Amln-Gruppe des Lysins unximgesetzt oder 
frei bleibt. 

Beispiel 54 . 

Dieses Beispiel veranschaulicht die Immobilisiening von Lysin an eine 
zweite Schicht, bestehend aus PoIy(Wysin), dergestalt, dass die Lysin- 
Molekiile ilber die a-Amin-Gmppe des Molekuls inunobihsiert werden, 
wahrend die e-Amin-Gruppe der Lysin-Molektile imumgesetzt bleibt; Dieses 
Verfahren beruht auf Boc-Schutz der s-Amin-Gruppe der Lysin-Molekttle. 
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Eine Konstruktion der vorliegenden Erfindung mit einer zweiten Schicht 
gemaJi Beispiel 12 wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige Losung von Car- 
bonyldiimidazol, gelost in.wasserfreiem Acetoni eingetaucht. Die Konstruk- 
tion wird nacheinander in Aceton, dann wassrigem Puffer (150 mM . 
NaHCOs, 500 mM NaCl, pH 8,0, 4°C) gespfllt. N-8-Boc-L-Lysin (Bachem 
California, Torrance CA) wird in dem Kopplungspuffer in einer Konzentra- 
tion von 10 mg/ml gelOst. Die Anordhung wird 24 Stunden lang bei 4*^0 
uhter leichter Beweguhg in diese LOsung eingetaucht. 

Die Konstruktion wird nacheinander in Kopplungspuffer, deionisiertem 
Wasser und Tetrahydrofuran gespiilt. Die Konstruktion wird dann 60 Minu- 
ten lang in eine L5sung von 10 % Trifluoressigsaure, gelost in Tetrahydrofu- 
ran, eingetaucht. Dem folgt aufeinander folgendes SpUlen in Tetrahydrofu- 
ran, deionisiertem Wasser und Kopplungspuffer. Der sich ergebende Gegen- 
stand enthalt Lysin, das ausschlicBlich iiber das a-Amin-Ende an der zwei- 
ten Schicht immobitisiert ist, wobei dies-Amin-Gruppe des Lysins unumge- 
setzt Oder frei bleibt. 

Beispiel 55 

Dieses Beispiel veranschaulicht eine andere Immobilisierung von Lysin an 
eine zweite Schicht, bestehend aus Poly(Mysin), dergestalt, dass die Lysin- 
Molektile iiber die a-Amin-Oruppe des Molekuls immobilisiert werden, 
wahrend die s-Amin-Gruppe der Lysin-Molekiile unumgesetzt bleibt. Dieses 
Verfahren beruht auf Boc-Schutz der e-Amin-Gruppe der Lysin-Molekule. 

Eine Konstruktion der vorliegenden Erfindung mit einer zweiten Schicht 
gemalJ Beispiel 12 wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige Losung von Car- 
bonyldiimidazol, gel5st in wasserfireiem Dimethylformamid, eingetaucht. 
Die Konstruktion wird in Dimethylformamid gespult. N-e-Boc-L-Lysin (Ba- 
chem California, toirance CA) wird m Dimethylformamid in einer Konzen- 
tration von 10 mg/ml gelost Die Konstruktion wird unter leichter Bewegung 



24 Stunden lang bei 4''C in diese Lcisung eingetaucht. Die Konstruktion 
wird.dann in Dimethylformamid gespiilt. Als nachstes wird die Probe 60 
Minuten lang in eine Losiing von 10 % Trifluoressigsaure, gelost in Di- 
methylformamid, eingetaucht, gefolgt von aufeinander folgendem Spulen in 
Dimethylformaniid,^ deiomsiertem Wasser iind phosphatgepufferter Koch- 
salzlosxmg. Der sich ergebende Gegenstand enthalt Lysin, das ausschlieBlich 
uber das a-Amin-Ende an der zweiten Schicht iramobilisiert ist, wobei die 

8-Amin-Gruppe des Lysins unumgesetzt oder frei bleibt. 

.... . . 

Beispiel 56 v 

Dieses Beispiel veranschaulicht eine andere Immobilisierung von Lysin an 
eine zweite Schicht, bestehend aus Poly(Uysin), dergestalt, dass die Lysin- 
MolekQle uber die a-Amin-Grappe des Molekuls immobilisiert werden, 
wShrend die e-Amin-Gruppe der Lysin-MolekUle unumgesetzt bleibt. Dieses 
Verfahren beruht auf FMOC-Schutz der e-Amin-Gruppe der Lysin- 
Molekoie. . 

Eine Konstruktion der vorliegenden Erfindung mit einer zweiten Schicht 
gemaB Beispiel 12 wird 60 Minuten lang in eine 5 %-ige Losung von Car- 
bonyldiimidazol, gel8st in wasserfireiem Aceton, eingetaucht. Die Konstruk- 
tion wird nacheinander in Aceton, dann wassrigem Puffer (150 mM 
NaHCOa, 500 mM NaCl, pH 8,0, 4^C) gespiilt N-e-FMOC-L-Lysin (Ba- 
chem California, Torrance CA) wird in dem Kopplungspuffer 'm einer Kon- 
zentration von 10 mg/ml geldst. Die Anordnung wird 24 Stunden lang bei 
4*'C unter leichter Bewegurig in diese Losung eingetaucht 

Die Konstruktion wird nacheinander in Kopplungspuffer, deionisiertem 
Wasser und Tetrahydrofiiran gespiilt. Die Konstruktion vmd dann 60 Minu- 
ten lang in eine Losung von 10 % Piperidm, gelost in Tetrahydrofiiran, ein- 
getaucht. Dem folgt aufeinander folgendes Spulen in Tetrahydrofiiran, deio- 
nisiertem Wasser und Kopplungspuffer. Der sich ergebende Gegenstand 
enthalt Lysin, das ausschlieBlich tiber das a-Amin-Ende an der zweiten 
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Schicht immobilisiert ist, wobei die g-Amin-Gruppe des Lysins unumgesetzt 
Oder frei bleibt. 

Beispiel 57 

Dieses Beispiel veranschaulicht eine andere Inimobilisieruhg von Lysin an 
cine zweite Schicht, bestehend aus PolyG-ly^in), dergestalt, dass die Lysin- 
Molekille fiber die a-Amin-Gruppe des Molekiils immobilisiert werden, 
wahrend die E-Amin-Gruppe der Lysin-Molekule imumgesetzt bleibt Dieses 
Verfahren beniht auf FMOC-Schutz der e^Aniin-Gruppe der Lysin- 
MolekUle. 

Eine Konstruktion der vorliegenden Erfindung mit einer zweiten Schicht 
gemaB Beispiel 12 wird 60 Minuten lang in eine 5 %^ige Losung von Car- 
bonyldiimidazol, gelost in wasserfireiem Dimethylformamid, eingetaucht. 
Die Konstruktion wird in Dimethylformamid gespiilt, N-e-FMOC-L-Lysin 
(Bachem California, Torrance CA) wird in Dimethylformamid in euier Kon- 
zentration yon 10 mg/ml gelost. Die Konstruktion wird unter leichter Bewe- 
gung 24 Stunden lang bei 4°C in diese Ldsung eingetaucht. Die Konstrukti- 
ori wird dann in Dimethylformamid gesptilt Als nSchste$ wird die Probe 60 
Minuten lang in dne Losxmg von 10 % Trifluoressigsaure, gelost in Di- 
methylformamid, eingetaucht, gefolgt von aufeinander folgendem Spiilen in 
Dimethylformamid, deionisiertem Wasser und phosphatgepufferter Koch- 
salziosung. Der sich ergebende Gegenstand enthalt Lysin, das ausschliefllich 
liber das a-Amin-Ende an der zweiten Schicht immobilisiert ist, wpbei die 
e-Amin-Gruppe des Lysins unumgesetzt oder frei bleibt. 

Beispiel 58 

Dieses Beispiel veranschaulicht ein GefalBtransplantat, das mit Materialien 
der vorliegenden Erfindung hergestellt ist. Ein aus einem porosen Polytetra- 
fluorethylen-Material (W. L. Gore & Associates, Inc., Flagstaff, AZ.) beste- 
hendes GefaBtransplantat wird erhaiten und den in den bbigen Beispielen 1 
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und 9 beschriebenen Verfahren unterzogen, urn das Transplantat fiSr die 
Immobilisierung von Lysin daran vorzubereiten. 

Lysin wird mittels irgendeines der Verfahren, die in den obigen Beispielen 
46 " 57 beschrieben sind, an die zweite Schicht gebunden. An dem sich er- 
gebenden GefaBtransplantat ist Lysin dergestalt inunobilisiett, dass zirkulie- 
rendes Plasminogen an das immobilisierte Lysin binden imd-darauf eine 
thrombolytische Blut-Kontaktoberflache bilden kann, wenn das Transplantat 
in einen Empfanger implantiert wird. 
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Patentanspriiche 

1. Material mit immobilisierten bioaktiven Spezies, aufweisend: 
einen Tragerbestandteil, ^ . 

eine erste Schicht, bestehend aus miadestens einer Art eines polymeren 
oberfiachenaktiven Mittels, das an den Tragerbestandteil gebuhden und 
mit sich in situ vemetzt ist, 

eine zweite Schicht, bestehend aus mindestens einer Art eines hydrophi- 
len Polymers, das an die erste Schicht gebunden ist, und 
mindestens eine Art von bioaktiver Spezies, die an die zweite Schicht 
gebunden ist. 

2. Material nach Anspruch 1, bei dem der Tragerbestandteil ein nicht- 
poroses Polymermaterial aufweist. 

3. Material nach Anspruch 2, bei dem das nicht-porose Polymermaterial 
ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus Polytetra- 
fluorethylen, Polyethylen, Polypropylen, Polyethylenterephthalat, Poly- 
styrol, Pplysulfon, Polycarbonat, Polyethylenrco-vinylacetat, Poly amid, 
Polyurethan und regenerierter Cellulose. 

4. Material nach Anspruch 1, bei dem der Tragerbestandteil ausgewShlt 
ist aus einem Glied. der Gruppe, die besteht aus Seide, Wolle und Leder. 

5. Material nach Anspruch 1, bei dem der Tragerbestandteil ein poroses 
Polymermaterial aufweist. 
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6- Material nach Anspruch 5, bei dem das por5se Polymermaterial aus- 
gewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus porosem Polyte- 
trafluorethylen, porosem Polyethylen, porosem Polypropylen, porosem 
Polyethylenterephthalat, porosem Polyurethan, porcisem Silicon- 
kautschuk, porosem Polystyrol, porosem Polysulfon, porosem Polyester, 
porosen Polyhydroxysauren, porosem Polycarbonat, porosem Polyimid, 
porosem Polyamid, porosen Polyamiiiosauren und poroser regenerierter 
Cellulose. 

7. Material nach Anspruch 1, bei dem das polymere oberflachenaktive 
Mittel ein multifunktionelles Copolymer aufweist, das besteht aus minde- 
stens einem Bereich mit physikalisch-chemischer AffinitSl zu dem Tra- 
gerbestandteil und mindestens einem Bereich, der mit einem Ver- 
netzungsmittel chemisch reaktionsfahig ist. ' 

8. Material nach Anspruch 1, bei dem das hydrophile Polymer chemisch 
fanktionelle Gruppen aufweist, die zur Bindung an die erste Schicht fahig 
sind, und zusatzlich chemisch funktipnelle Gruppen, die zur Bindung an 
die bioaktive Spezies fdhig sind. 

9. Material nach Anspruch 1, bei dem das polymere oberflachenaktive 
Mittel der ersten Schicht ausgewahlt ist aus der Gruppe, die besteht aus 
Polyvinylalkohol, Polyethylenglycol, Polypropylenglycol, Dextran, Aga- 
rose, Alginat, Polyacrylamid, Polyglycidol, Poly(vinylalkohol-co-ethy- 
len) , Poly (ethylengly coi-co-propylenglycol) , Poly (vinylacetat-co-viny 1- 
alkohoi), Poly(tetrafluorethylen-corvinylalkohol), Poly (aery Initril-co- 
acrylamid). Poly (aery Initril-co-acrylsaure-co-acrylamidin), Poly aery Isau- 
re, Polylysin, Polyethylenimin, Polyvinylpyrrolidon, Polyhydroxyethyl- 
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inethacrylat und Polysulfdn und ihren Copolymeren, entweder alleine 
Oder in Kombination. 

10. Material nach Anspnich 1, bei dem das hydrophile Polymer der 
zwciten Schicht ausgewahlt ist aus der Gruppe, die besteht aus Polyvinyl- 
alkohol, Polylysin, Poly (aery Initril-co-acryjsaure-acrylamidin),. Polyacryl- 
,saure, Polyhydroxyethylmethacryiat, Polyvinylpyrrolidon, Polyethylen- 
glycol, Alginat, Sepharose, Agarose, Polyethylenimin, Polyallylamin, 
Polyaminoethylmethacrylat, Polyomithin, Polyaminoacrylamid, Poly- 
acrylamid, Polyacrolein, Poly aery loxysucGinimid, Polysiilfon, Poly (aery 1- 
nitril-co-acrylamid) und ihren Copolynaeren, entweder alleine oder in 
Kombination. 

11. Material nach Anspruch 1, bei dem das hydrophile Polymer ein 
statistisches Copolymer aus Tetrafluorethylen und Vinylalkohol aufweist. 

12. Material nach Anspruch 1, bei dem das hydrophile Polymer ein 
Copolymer aus Hydroxyethylmethacrylat imd Hexafluoracrylat aufweist. 

13. Material nach Anspruch 1, bei dem das hydrophile . Polymer ein 
Copolymer aus Polyethylen und Yinylalkohol aufweist. 

14. Material nach Anspruch 1, bei dem eine Abstandhalter-Verbindung 
zwischen die zweite Schicht und die bioaktive Spezies.eingeschoben ist. 

15. Material nach Anspruch 14, bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
ausgewahlt ist aus einem Glied einer Gruppe, die besteht aus Succinsau- 
re, Diaminohexan, Glydxylsaure, kurzkettigem Polyethylenglycol und 
Glycin. 
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16. Material nach Anspruch 14. bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
spaltbar ist. 

17. Material nach Anspruph 16, bei dem die spaltbare Abstandhalter- 
Verbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe. die besteht aus Polyhydroxy- 
sauren, Polyanhydriden, Polyaminosaurep, Tartraten und Cystein-Lin- 
-kem. 

18. Material mit immobilisierten bioaktiven Spezies, aufweiscnd: 

einen Tragerbestandteil, bestehead aus einem Polytetrafluorethylen-Mate- 
rial, 

eine erste Schicht, bestchend aus niindestehs einer Art eines polymeren 
oberflachenaktiven Mittels, das an den Tragerbestandteil gebunden ist 
und mit sich in situ mit ausreichenden Mengen eines Vemetzungsmittels 
vemetzt ist, so da6 unumgesetzte chemisch reaktive Gruppen des Vemet- 
zungsmittels vorhanden sind, 

eine zweite Schicht, bestehend aus mindestens einer Art eines hydrophi- 
len Polymers, das iiber die unumgesetzten chemisch reaktiven Gmppen 
des Vemetzungsmittels an die erste Schicht gebunden ist, und 
mindestens eine Art von bioaktiver Spezies, die an die zweite Schicht 
gebunden ist. 

19. Material nach Anspruch 18, bei deni das polymere oberflachenaktive 
Mittel ein Hiultifunktionelles Copolymer aufweist, das besteht aus minde- 
stens einem Bereich mit physikalisch-chemischer Affinitat zu dem Tra- 
gerbestandteil und mindestens einem Bereich, der mit dem Vernetzungs- 
mittel chemisch reaktionsfahig ist. 
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20. Material nach Anspruch 18, bei dem das hydrophile Polymer che- 
misch funktionelle Gnippen aufweist, die zur Bindung an die unumge- 
setzten chemisch reaktiven Gruppen des an die erste Schicht gebundenen 
Vemetzungsmittels fahig sind, imd das zusatzlich chemisch funktionelle 
Gruppen hat, die zur Bindung an diie bioaktive Spezies fShig sind. 

21. Material nach Anspruch 18, bei dem das Polytetrafluorethylen-Mate- 
rial pords ist. 

22. Material nach Anspruch 18, bei dem das Polytetrafluorethylen-Mate- 
rial nicht poros ist. 

23. Material nach Ansprach 18, bei dem eine Abstandhalter-Verbindung 
zwischen die zweite Schicht imd die bioaktive Spezies eingeschoben ist. 

24. Material nach Anspruch 23, bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus Succinsaure, 
Diaminohexan, Glyoxylsaiire, kurzkettigem Polyethylenglycol und Gly- 
cin. 

25. Material nach Anspruch 23, bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
spaltbar ist. 

26. Material nach Anspruch 25, bei dem die spaltbare Abstandhalter- 
Verbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe, die besteht aus Polyhydroxy- 
sauren, Polyanhydriden, Polyaminosauren, Tartraten und Cystein-Lin- 
kem. 

27. Material mit immobilisierten bioaktiven Spezies, aufweisend: 
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einen Tragerbestandteil, 

eine erste Schicht, besteiend aus mindestens einer Art eines polymeren 
oberflaehenaktiven Mittels. das an den Tragerbestandteil gebunden ist 
und niit sich in situ mit ausreichenden Mengen eines Vernetzungsmittels 
yemetzt ist, so daB unumgesetzte chemisch reaktionsfahige Gruppen des 
Vernetzungsmittels vorhanden sind, 

eine zweite Schicht, bestehend aus niindestens einer Art eines hydrophi- 
len Polymers, das fiber die unumgesetzten cheniisch reaktiven Gruppen 
des Vernetzungsmittels an die erste Schicht gebunden ist, und 
mindestens eine Art von bioaktiver Spezies, die an die zweite Schicht 
gebunden ist. 

28. Material nach Anspruch 27, bei denii der Tragerbestandteil ein nicht- 
pordses Polymermaterial au^eist. 

29. Material nach Anspruch 28, bei dem das nicht-porose Polymermate- 
rial ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus Polyte- 
trafluorethylen, Polyethylen, Polypropylen, Polyethylenterephthalat, 
Polystyrol, Polysulfon, Polycarbonat und regenerierter Cellulose. 

30. Material nach Anspruch 27, bei dem der Tragerbestandteil ein poro- 
ses Polymermaterial aufweist. 

31. Material nach Anspruch 30, bei dem das porose Polymermaterial 
ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus porosem 
Polytetrafluorethylen, porosem Polyethylen, porosenl Polypropylen, 
porosem Polyethylenterephthalat, porosem Polyurethan, porosem Silicon- 
kautschuk, porosem Polystyrol, porosem Polysulfon, porQsem Polyester, 
porosen Poly hydroxy sauren, porosem Polycarbonat, porosem Poly imid, 
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porosem Polyamid, porosen Polyaminosauren und poroser regeaerierter 
Cellulose. 

32. Material nach Anspruch 27, bei dem das polymere oberflachenaktive 
Mittel ein multifunktionelles Copolymer aufweist, das besteht aus minde- 
stens einem Bereich mit physikalisch-chemischer Affinitat zu dem Tra- 
gerbestandteil und mindestens einem Bereich ^ der mit dem Vemetzungs- 
mittel chemisch reaktiousfahig ist. 

33. Material nach Anspruch 27, bei dem das hydrophile Polymer che- 
misch funktionelle Gruppen aufweist, die zur Bindung an die unumge- 
setzten chemisch reaktionsfahigen Gmppen des an die erste Schicht 
gebundenen Vemetzungsmittels fahig sind, und zusatzlich chemisch 
funktionelle Gruppen hat, die zur Bindung an die bioaktive Spezies fahig 
sind. 

/ . ■ ■ ■ 

34. Material nach Anspruch 27, bei dem eine Abstandhalter-Verbindung 
zwischen die zweitc Schicht und die. bioaktive Spezies eingeschoben ist. 

35: Material nach Anspruch 34, bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
ausgewahlt ist aus einem Glied einer Gruppe, die besteht aus Succinsau- 
re, Diaminohexan, GlyoxylsSure, kurzkettigem Polyethylenglycol und 
Glycin. 

36. Material nach Anspmch 34, bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
spaltbar ist. . 

37. Material nach Anspruch 36, bei dem die spaltbare Abstandhalter- 
Verbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe, die besteht aus Poly hydroxy- 
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sauren, Polyanhydriden, Polyaminosauren, Tartraten und Cystein-Lin- 
kern. 

38. Material mit iinmobilis^^ 
einea Tragerbestandteil, 

eine erste Schicht, bestehend aus mindestens eiBer Art eines polymeren 
oberflstchenaktiven Mittels, das an den Tragerbestandteil gebunden ist 
und mit sich in situ mit ausreichenden Mengen eines Vemetzungsmittels 
vernetzt ist, so daB unumgesetzte chemisch reaktionsfahige Gruppen des 
Vemetzungsmittels vorhanden sind, und mindestens eine Art von bio- 
aktiver Spezies, die m die erste Schicht gebunden ist. 

39. Material nach Anspruch 38, hei dem der Tragerbestandteil ein nicht- 
poroses Polymermaterial aufweist. 

40- Material nach Anspruch 39, bei dem das nicht-porose Polymermate- 
rial ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus Polyte- 
trafluorethylen, Polyethylen, Polypropylen, Polyethylenterephthalat, 
Polystyrol, Polysulfon, Polycarbonat und regenerierter Cellulose. 

41. Material nach Anspruch 38, bei dem der Tragerbestandteil ein poro- 
ses Polymermaterial aufweist. 

42. Material nach Anspruch 41, bei dem das porose Polymermaterial 
ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus porSsem 
Polytetrafluorethylen, porosem Polyethylen, porosem Polypropylen, 
porosem Polyethylenterephthalat, porosem Polyurethan, porosem Silicon- 
kautschuk, porosem Polystyrbl, porSsem Polysulfon, porosem Polyester, 
porosen Polyhydroxysauren, porosem Polycarbonat, porosem Polyimid, 
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porosem Polyamid, porosen Polyaminosauren und poroser regenerieiter 
Cellulose. 

43. Material nach Anspruch 38, bei dem das polymere oberflachenaktive 
Mittel ein multifunlctionelles. Copolymer aufweist, das besteht aus minde* 
stens einem Bereich mit physikalisch-chemischer Affinitat zu dem Tra- 
gerbestandteil und mindestens einem Bereich, der mit dem Vemetzungsr 
mittel cheihisch reaktionsfahig ist. 

44. Material nach Anspruch 38, bei dem eine Abstandhalter-Verbindung 
zwischen der ersten Schicht und der bioaktiven Spezies eingeschoben ist. 

45. Material nach Anspruch 44, bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
ausgewahlt ist aus einem Glied einer Gruppe, die besteht aus Succinsau- 
re, Diaminohexan, GlyoxylsSure, kurzkettigem Polyethylenglycol und 
Glycin. 

46. Material nach Anspruch 44, bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
spaltbar ist. 

47. Material nach . Ansprach 46, bei dem die spaltbare Abstandhalter- 
Verbindvmg ausgewahlt ist aus der Gruppe, die besteht aus Polyhydroxy- 
sauren, Polyanhydriden, Polyaminosauren, Tartraten und Cystein-Lin- 
kern. 

48. Material mit immobilisierten bioaktiven Spezies, aufweisend: 
einen Tragerbestandteil, 
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eine erste Schicht, bestehend aus mindestens einer Art eines polymeren. 
oberflachenaktiven Mittels, das an den Tragerbestandteil gebunden ist 
und mil sich in situ veraetzt ist, 

eine Mehrzahl aneinander gebundener Schichten, wobei jede Schicht aus 
mindestens einer Art eines hydrophilen Polymers besteht und wobei 
mindestens eine Schicht der Mehrzahl von Schichten an die erste Schicht 
gebunden ist, und 

mindestens eine Art von bioaktiver Spezies, die an mindestens eine 
Schicht der Mehrzahi von Schichten gebunden ist. 

49. Material nach Anspruch 48, bei dem der Tragerbestandteil ein nicht- 
pordses Polymennaterial aufweist. 

50. Material nach Anspruch 49, bei dem das nicht-porose Polymermate- 
rial ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus Polyte- 
trafluorethylen, Polyethyieri, Polypropylen, Polyethylenterephthalat, 
Polystyrol, Polysulfon, Polycarbonat und regenerierter Cellulose. 

51. Material nach Anspmch 48, bei dem der Tragerbestandteil ein poro- 
ses Polymermaterial aufweist. 

52. Material nach Anspmch 51, bei dem das porose Polymennaterial 
ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus porosem 
Polytetrafluorethylen, porosem Polyethylen, porosem Polypropylen. 
porosem Polyethylenterephthalat, porosem Polyurethan, porosem Silicon- 
kautschuk, porosem Polystyrol, porosem Polysulfori, porosem Polyester, 
porosen Pblyhydrpxysauren, porosem Polycarbonat, porosem Polyimid, 
porosem Polyamid, porosen Polyaminosauren und poroser regenerierter 
Cellulose. 
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53. Material nach Anspruch 48, bei dem eine Abstandhalter-Verbindung 
zwischen mindesteas einer. Sehicht der Mehrzahl von Schichten und der 
bioaktiven Spezies eingeschoben ist, . 

54. Material nach Anspruch 53, bei dem die Abstahdhalter-Verbiiidung 
ausgewahlt ist aus einem Glied einer Gruppe, die besteht aus Succinsau- 
re, Diaminohexan, Glyoxyisaure, kurzkettigem Polyethylenglycol und 
Glycin. 

55. Material nach Anspruch 53, bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
spaltbar ist. 

56. Material nach Anspruch 55, bei dem die spaltbare Abstandhalter- 
Verbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe, die besteht aus Polyhydroxy- 
sauren, Polyanhydriden, Polyaminosauren, Tartfatcn und Cystein-Lin- 
kem. 

57. Verfahreh zur Herstellung eines Materials mit hmnobilisierten bio- 
aktiven Spezies, welches aufweist: 

Bereitstellen eines Tragerbestandteils, 

Adsorbieren, einer ersten Sehicht, bestehend aus polymeren oberflachen- 
aktiven Mitteln, an den Tragerbestandteil, 

Vemetzen der polymeren oberflachenaktiven Mittel in situ mit einem 
Vemetzungsmittel, 

Binden einer zweiten Sehicht, bestehend aus mindestens einer Art eines 
hydrophilen Polymers, an die erste Sehicht, und 
Immobilisieren einer bioaktiven Spezies an der zweiten Sehicht. 
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58. Verfahren iiach Anspruch 57, bei dem der Tragerbestaiidteil ein 
nicht-poroses Polymermaterial ist. 

59. Verfahren nach Anspruch 57, bei dem der Tragerbestandteil ein 
poroses Polymermaterial ist. 

60. Verfahren nach Anspruch 57, bei dem die polymer en oberflachen- 
aktiven Mittel ausgewahlt sind aus einem Glied der Gruppe, die besteht 
aus Polyvinylalkohol, Poly ethylengly col, Polypropylenglycol, Dextran, 
Agarose, Alginat. Polyaciylamid, Polyglycidol, Polyvinylalkohol-co- 
polyethylen, Poly(ethylenglycol-co-propylenglycol), Poly(vinyIacetat-co- 
vinylalkohol) , HPL- 1 , Poly (tetfisrfluorethy ien-co- vinylalkohol) , 
Poly(acrylmtril-co-acrylamid), Poly(acrylnitril-co-acrylsaure-aarylauni- 
din), Polyacrylsaure, Polyamid, Polylysin, Polyethylenimin, Polyvinyl- 
pyrrolidon, Polyhydroxyethyhnethacrylat, Polysulfon und Polysacchari- 
den und ihren Copolymeren, entweder alleine oder in Kombination. 

61. Verfahren nach Anspruch 57 > bei dem die hydrophilen Polymere 
ausgewahlt sind aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus Polyvinylal- 
kohol, Polylysin, Poly(acrylnitril-co-acrylsaure-acrylamidin), Polyacryl- 
saure, Polyhydroxyethyhnethacrylat, Polyvinylpyrrolidon, Polyethylen- 
glycol, Alginat, Sepharose, Agarose, Polyethylenimin, Polyallylamin, 
Polyaminoethylmethacrylat, Polyomithin, Polyaminoacrylamid, Poly- 
acrylamid, Polyacrolein, Polyacryloxyisuccinimid, Polysulfon, Poly(acryl- 
nitril-co-acrylamid) und ihren Copolymeren, entweder alleine oder in 
Kombination. 

62. Verfahren nach Anspruch 57, bei dem das Vemetzungsmittel ausge- 
wahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus Vinylen, Imidazo- 
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len, Carbamatea, Aldehyden, Epoxiden, Acylhalogeniden, Alkylhaloge- 
niden, Isocyanaten, Aminen, Anhydriden, Sauren, Alkoholen, Thiolen, 
Estern/ Imiden und Maleimiden. 

63. Verfahren nach Anspruch 57, auBerdem aufweisend: 
Verwenden einer ausreichenden Menge aa Vernetzungsmittel beim Ver- 
netzen der polymeren oberflachenaktiven Mittel in situ, so dafi unumge- 
setzte chemisch reaktionsfahige Gruppen des Vemetzungsmittels vorhan- 
den sind. 

64. Verfahren nach Anspnich 57, auBerdem aufweisend: 

Vemetzen der polymeren oberflachenaktiven Mittel in situ mit einem 
Vernetzungsmittel unter Bedingungen, die keine Polymerisierung des 
Vemetzungsmittels bewirken. 

65. Verfahren nach Anspruch 57, auBerdem aufweisend: 
Verwenden eines Katalysators mit dem Vernetzungsmittel, der nach dem 
Vemetzungs-Schritt als ein Gas firei wird. 

66. Verfahren nach Anspruch 57, auBerdem aufweisend: 
Verwenden eines Katalysators mit dem Vernetzungsmittel in der Form 
eines gelosten Gases. 

67. Material nach Anspruch 1, bei dem das Material nach dem folgenden 
Verfahren hergestellt ist: 

Bereitstellen eines Tragerbestandteils, 

Binden einer ersten Schicht, bestehend aus polymeren oberflachenaktiven 
Mitteln, an den.Tragerbestandteil. 
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Vemetzen der polymeren oberflachenaktivcn Mittel in situ mit einem 
Vemetzungsmittel , 

Binden einer zweiten Schicht, bestehend aus mindestens einer Art eines 
hydrophUen .Rolymers, an die erste Schicht,_und _ _ 
Immobilisieren einer bioaktiven Spezies an der zweiten Schicht. 

68. Material nach Anspruch 67, bei dem der Tragerbestandteil ein nicht- 
poroses Polymerinaterial aufweist. 

69. Material nach Anspruch 68, bei dem das nicht porpse Polymermate' 
rial ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus Polyte- 
trafluorethylen, Polyethylen, Polypropylen, Polyethylenterephthalat, 
Polystyrol, Polysulfon, Polycarbont und regenerierter Cellulose. 

70. Material. nach Anspruch 67, bei dem der Tragerbestandteil ein poro- 
ses Polymermaterial aufweist. 

71. Material nach Anspruch 70, bei dem das porose Polymermaterial 
ausgewahlt ist aus einem Glied der Gruppe, die besteht aus porosem 
Polytetrafluorethylen, porosem Polyethylen, porosem Polyproplyen, 
porosem Polyethylenterephthalat, porosem Polyurethan, porosem Silicon- 
kautschuk, porosem Polystyrol, porosem Polysulfon, porosem Polyester, 
poroseix Polyhydroxysauren, porosem Polycarbonat, porosem Polyimid, 
porosem Polyamid, porosen Polyaminosauren und pioroser regenerierter 
Cellulose. 

72. Material nach Anspruch 67, bei dem das poly mere oberflachenaktive 
Mittel ein multifunktionelles Copolymer aufweist, das besteht aus minde- 
stens einem Bereich mit physikalisch-chemischer Affinit^t zu dem Trai- 
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gerbestandteil iind mindcstens einem Bereich, der mit dem Vernetzungs- 
mittel chemisch reaktionsfahig ist. 

73. Material nach Anspruch 67, bei dem eiue Abstandhalter-Verbindung 
zwischen der ersten Schicht und der bioaktiven Spezies eihgeschoben ist. 

74. Material nach Anspruch 73, . bei dem die Abstandhalter-Verbindung 
ausgewahit ist aus einem Glied einer Gruppe, die besteht aus Succinsau- 
re, Diaminohexan, Glyoxylsaure. kurzkettigem Polyethylenglycol und 
Glycin. 

75. Material nach Anspruch 73, bei dem .die Abstandhalter-^Verbindung 
spaltbar ist. 

76. Material nach Anspruch 75, bei dem die spaltbare Abstandhalter- 
Verbindung ausgewahit ist aus der Gruppe, die besteht aus Polyhydroxy- 
sauren, Polyanhydriden, Polyaminosauren, Tartraten und Cystein-Lin- 
kem. 

77. GefiBtnmsplantat aufweisend: 

ein poroses Pblytetrafluorethylen-Material, 

eine erste Schicht, bestehend aus mindestens einer Art eines polymeren 
oberflachenaktiven Mittels, das an den Tragerbestandteil gebunden ist 
und mit sich in situ vemetzt ist, 

eine zweite Schicht, bestehend aus mindestens einer Art eines hydrophi- 
len Polymers, das an die erste Schicht gebunden ist, und 
mindestens ein an die zweite Schicht gebundenes Lysin-Isomer, wobei 
die zweite Schicht und immobilisiertes Lysin als eine Blut-Kontaktober- 
flache dienen. 
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